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3 Préambule 

Rôle des plaquettes dans l’hémostase primaire 

Les plaquettes sont des fragments de cellules anucléés issus de la fragmentation des 

mégacaryocytes de la moelle osseuse. Elles sont de très petite taille, entre 2 et 3 µm de 

diamètre, et ont une morphologie discoïde. Elles circulent librement dans le sang et jouent un 

rôle-clé dans l’hémostase. Il s’agit d’un processus physiologique complexe et finement régulé 

qui contribue au maintien de l’intégrité vasculaire et assure l'arrêt des saignements à la suite 

d’une lésion vasculaire afin de rétablir une circulation sanguine normale. Trois phases de 

l’hémostase sont différenciées : l’hémostase primaire, secondaire (coagulation) et tertiaire 

(fibrinolyse).  

La libération d’agents vasoconstricteurs, tels que la sérotonine et le thromboxane A2 

(TxA2) à partir des plaquettes et des cellules endothéliales (CE), couplée à la diminution de la 

sécrétion d’agents vasodilatateurs, comme la prostacycline et le monoxyde d’azote (NO), 

entraînent une vasoconstriction pour limiter le débit sanguin et donc la perte sanguine. La 

lésion du vaisseau expose également des protéines adhésives du sous-endothélium, telles que 

le facteur Willebrand (FW), les laminines (LM), la fibronectine (FN) et le collagène. En 

conditions de flux élevés, le FW recrute les plaquettes par l’interaction avec le complexe 

glycoprotéique (GP) Ib-IX-V. L’adhérence stable des plaquettes est assurée par l’interaction 

entre les intégrines α2β1, α5β1 and α6β1 et leurs ligands sous-endothéliaux respectifs, à 

savoir le collagène, la fibronectine et les laminines. La liaison entre le collagène sous-

endothélial et la GPVI initie une forte activation plaquettaire, permettant la libération 

d’agonistes solubles par les granules plaquettaires tels que l’adénosine 5’-diphosphate (ADP) 

et l’adénosine 5’-triphosphate (ATP), ainsi que la sécrétion de TxA2. Via leurs récepteurs 

respectifs, ces agonistes solubles amplifient l’activation des plaquettes et permettent le 

changement de conformation de l’intégrine αIIbβ3, augmentant ainsi son affinité pour son 

ligand principal, le fibrinogène soluble, ce qui assure l’agrégation des plaquettes entre elles et 

la formation du clou hémostatique.  

 

L’hémostase secondaire et tertiaire 

L’hémostase secondaire, appelée aussi coagulation, a pour but de consolider le clou 

plaquettaire en transformant le fibrinogène en fibrine. La cascade de coagulation est initiée 
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par le facteur tissulaire (FT) exposé par les CE vasculaires lésées. Elle est amplifiée par les 

plaquettes procoagulantes exprimant de la phosphatidylsérine chargée négativement à leur 

surface, ce qui permet le recrutement des facteurs de coagulation. Deux voies de coagulation 

coexistent : la voie intrinsèque, activée par le facteur XII, et la voie extrinsèque, activée par la 

FT. Elles conduisent toutes deux à la génération du facteur X qui débute la voie commune de 

la coagulation. Le facteur X clive la prothrombine en thrombine qui clive quant à elle le 

fibrinogène plasmatique soluble en un réseau de fibrine insoluble qui renforce et stabilise le 

clou plaquettaire. La thrombine est également le plus puissant activateur plaquettaire 

permettant la rétraction de l’agrégat fibrino-plaquettaire en un clou compact, résistant et 

étanche, stoppant le saignement. 

Par la suite, la fibrinolyse est activée à la surface de l’agrégat. Elle permet la 

transformation du plasminogène inactif en plasmine par l’urokinase (uPA) et l’activateur 

tissulaire (tPA). La plasmine est une protéase qui clive la fibrine, ce qui permet la dissolution 

du clou hémostatique et la restauration d’un flux sanguin normal dans le vaisseau. 

 

La thrombose artérielle 

Les plaquettes jouent également un rôle majeur dans la thrombose artérielle, qui 

survient dans un contexte pathologique, au niveau d’une artère présentant une plaque 

d’athérosclérose. À la suite de la rupture d’une plaque d’athérosclérose, de nombreuses 

protéines hautement thrombogènes, telles que le collagène fibrillaire de type I et III, le FW et 

des lipides sont exposées. Celles-ci permettent aux plaquettes d’adhérer, de s’activer et 

d’agréger pour mener à la formation d’un thrombus blanc, riche en plaquettes et en fibrine. 

Ce thrombus peut occlure l’artère soit au niveau de la lésion, soit en aval suite au détachement 

d’un fragment qui embolise. Ce processus entraîne alors des pathologies ischémiques graves 

comme l’infarctus du myocarde (IM), l’accident vasculaire cérébral (AVC) ischémique ou 

l’artériopathie oblitérante des membres inférieurs (AOMI). Les maladies 

cardioneurovasculaires et leurs complications représentent aujourd’hui la première cause de 

mortalité et de handicap acquis de l’adulte dans le monde. D’après l’Organisation Mondiale 

de la Santé (OMS), le nombre de décès d’origine cardiovasculaire est estimé à 17,9 millions en 
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2019, soit 32% de la mortalité mondiale totale, dont 15 millions (85 %) dus à des pathologies 

coronariennes et des AVC. 

 Pour prévenir et/ou traiter la thrombose artérielle, des agents antiplaquettaires ont 

été développés. Les quatre principales classes d'agents antiplaquettaires comprennent 

l'aspirine, les antagonistes du récepteur P2Y12, les inhibiteurs de l’intégrine IIb3 qui sont 

utilisés en cliniques, et un antagoniste du récepteur PAR-1 (vorapaxar) qui a une autorisation 

de mise sur le marché, mais qui n’est pas utilisé. Ces agents ont contribué à réduire 

considérablement le risque d'événements ischémiques, mais leur utilisation engendre un 

risque accru de saignement. C’est pourquoi le traitement classique, à savoir la bithérapie 

antiplaquettaire, combinant l’aspirine avec un antagoniste P2Y12, ne peut pas être utilisé chez 

un patient dont le risque hémorragique est élevé ou à la suite d’un AVC, afin d’éviter les 

saignements intracrâniens qui sont très délétères. Par ailleurs, si l’évènement ischémique est 

lié à la sténose d’un vaisseau par une plaque d’athérosclérose, une angioplastie est souvent 

réalisée pour rouvrir le vaisseau à l’aide d’un ballonnet. Dans la majorité des cas, un stent est 

inséré afin de maintenir le vaisseau ouvert et permettre une recirculation sanguine normale. 

 

Les stents 

Un stent est un dispositif endovasculaire, consistant en un fin tube expansible en métal 

ou en polymère biocompatible. Inséré dans un vaisseau sténosé, il permet de maintenir le 

vaisseau ouvert afin de lui redonner une forme qui rétablit un flux sanguin normal. Il a été 

montré depuis plusieurs décennies que les stents possèdent une thrombogénicité intrinsèque. 

Ainsi, dès le début, les industriels n’ont eu de cesse d’améliorer les stents afin de réduire cette 

thrombogénicité, notamment en modifiant le matériau et le design, les deux principaux 

déterminants de la thrombogénicité intrinsèque des stents. Initialement fabriqués en acier 

inoxydable, les stents sont aujourd’hui principalement composés d’alliages de titane ou de 

cobalt pour favoriser leur biocompatibilité et leurs propriétés mécaniques. De plus, la surface 

du matériau a également été améliorée pour éviter une surface rugueuse qui est plus sujette 

à la thrombogénicité. Pour le design des stents, les paramètres principaux modifiés sont les 

cellules des stents (ouvertes ou fermées), l’épaisseur et l’espacement des mailles du stent et 

leur superposition, notamment avec l’apparition des stents bicouches. Un troisième 
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paramètre est récemment entré en jeu, le coating. Le développement de stents à élution 

médicamenteuse, par rapport aux stents classiques en métal nu, a ouvert la voie à un coating 

des stents avec divers agents passifs ou actifs, permettant d’optimiser la cicatrisation du 

vaisseau ou d’interférer directement avec divers processus biologiques, tels que la 

réendothélialisation, l’inflammation ou encore la thrombose.  

 

La rhéologie 

La rhéologie joue un rôle central dans la régulation de l’hémostase et de la thrombose 

artérielle. En effet, le flux sanguin régule toutes les étapes de formation d’un clou plaquettaire 

à savoir l’adhérence, l’activation et l’agrégation des plaquettes. Il impacte notamment le 

complexe GPIb-IX-V, un mécanorécepteur essentiel pour l’adhérence et l’agrégation des 

plaquettes en conditions de flux élevés. Par ailleurs, il dilue les agonistes solubles tels que 

l’ADP, l’ATP et le TxA2, suite à leur libération par les plaquettes activées, ce qui réduit leur 

potentiel d’amplification de l’activation plaquettaire. Lors de l’agrégation, le flux exerce des 

forces sur le thrombus, ce qui tend à entraîner sa désagrégation avant qu’il ne soit consolidé. 

De même, les perturbations du flux sont importantes dans la thrombose artérielle, car cette 

dernière se produit dans une artère sténosée qui modifie l’hémodynamique locale. On 

retrouve une accélération du flux dans la zone pré-sténotique, des vitesses d’écoulement 

extrêmes dans la gorge de la sténose et une zone de recirculation dans la région post-

sténotique. Ces altérations ont un impact majeur sur l’activation des plaquettes et la 

formation du thrombus.  

 

Contexte de la thèse 

 Une complication peu courante, mais extrêmement grave de la pose d’un stent dans 

un vaisseau est la thrombose de stent, fatale dans 10 à 40 % des cas. L’objectif central de mon 

travail de thèse a consisté à déterminer les mécanismes mis en jeux dans la thrombose de 

stent afin de mieux la prévenir dans différents territoires vasculaires (carotidien, coronarien, 

fémoral). Les modèles expérimentaux actuels permettent d’étudier la thrombogénicité des 

stents coronariens, mais ils ne sont pas adaptés aux stents d’autres territoires. De plus, ils ont 

de nombreuses limites et ne sont pas adaptés à l’étude de la thrombose de stent, qui survient 
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non seulement sur un stent, mais également sur les protéines thrombogènes d’une plaque 

(Kern et Mangin, ESVB Congress Book, 2023). Dans le cadre de mes travaux de thèse, j’ai 

développé des chambres en élastomère de silicone capables de mimer n’importe quel 

territoire vasculaire, dont l’artère carotide, coronaire ou fémorale humaine en respectant 

l’échelle des vaisseaux humains. La chambre est insérée dans un système de flux clos 

permettant de faire circuler du sang humain anticoagulé à l’aide d’une pompe péristaltique 

pour mimer des flux retrouvés chez les patients (Kern et al, Heliyon, 2024). Ce dispositif a servi 

à étudier la thrombogénicité intrinsèque des stents carotidiens utilisés en clinique, et j’ai pu 

montrer la présence d’une région fortement thrombogène au niveau de la bifurcation de la 

carotide, là où le stent coupe le flux sanguin (Kern et al, Advanced Sciences, soumis). Au cours 

d’une seconde étude, j’ai identifié des caractéristiques thrombogènes au niveau des 

intersections des mailles du stent qui génèrent des flux perturbés facilitant la thrombose (Kern 

et al, en cours de rédaction). Dans le cadre d’une collaboration combinant une approche 

expérimentale et numérique, j’ai pu mettre en lumière un effet antithrombotique de certaines 

mailles de stents dans le processus de thrombose de stent, par leur impact sur la recirculation 

des cellules sanguines (Spieker, Kern et al, Computers in Biology and Medicine, soumis). Enfin, 

j’ai mis au point un modèle de thrombose de stent carotidien et fémoral dans le système 

macrofluidique, qui combine la présence de matériel de plaque avec la présence d’un stent. 

Ce modèle a permis de montrer que le glenzocimab, un agent anti-GPVI, peut être un 

candidat-médicament dans la prévention de la thrombose de stent (Kern et al, en cours de 

rédaction).   
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I. Le système vasculaire 

 

Le rôle principal du système vasculaire est d’apporter l’oxygène et les nutriments 

nécessaires aux différents organes ainsi que d’éliminer les déchets métaboliques. Trois grands 

types de vaisseaux sont généralement distingués : les artères, les veines et les capillaires, 

chacun ayant des spécialisations propres à différents niveaux de l’arbre vasculaire. Dans 

l’ensemble, les composants cellulaires sont les mêmes, mais leur organisation et leur 

proportion diffèrent selon le vaisseau.  

Les artères ont pour rôle de distribuer le sang oxygéné des poumons au cœur, puis vers 

les différents organes, tandis que les veines apportent le sang désoxygéné vers les poumons, 

permettant de décharger le dioxyde de carbone et recevoir de l’oxygène. Les capillaires sont, 

quant à eux, de petits vaisseaux sanguins, situés entre les artères et les veines, qui distribuent 

le sang aux organes.   

  

A. Physiologie de l’artère saine 

Les parois des artères sont composées de trois couches monocentriques : l’intima, la 

média et l’adventice [1,2]. L’intima, la couche la plus interne, est au contact du sang et 

contribue à l’étanchéité du vaisseau [2]. Elle est constituée d’une monocouche de CE reposant 

sur la membrane basale, composée notamment de collagènes de type IV, de laminines et de 

protéoglycanes [1–4]. La média est composée de cellules musculaires lisses (CML), entourées 

d’une matrice extracellulaire (MEC) riche, composée notamment de collagènes, fibres 

élastiques et protéoglycanes [2–4]. La présence de CML permet la vasoconstriction ou la 

vasodilatation pour ajuster la pression artérielle dans les vaisseaux selon le besoin [1,3]. 

L’adventice, la couche la plus externe, est quant à elle composée de fibroblastes, de nerfs, de 

microvaisseaux et de fibres de collagène de type I et III [2–4]. Cette dernière est cruciale pour 

maintenir le diamètre des vaisseaux et les empêcher de trop se dilater sous l’effet de la 

pression artérielle à laquelle ils sont soumis [3]. Les trois couches sont séparées les unes des 

autres respectivement par une limitante élastique interne (LEI) et une externe (LEE) 

acellulaires [2,4] (Figure 1).  
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Figure 1 : Schéma général de la structure des artères 

 

 Le système artériel distribue le sang oxygéné des poumons au cœur puis aux différents 

organes [1]. Trois types d’artères sont distinguées, avec des fonctions légèrement différentes : 

les artères élastiques, les artères musculaires et les artérioles. Les artères élastiques, telles 

que l’aorte et ses branches (artères carotides communes et subclavières, tronc 

brachiocéphalique), sont les vaisseaux les plus larges du corps humain [5,6]. À la sortie du 

cœur, l’aorte et ses branches ont pour rôle de transformer le flux sanguin intermittent en un 

flux continu et pulsatile [6]. Ces artères ont une média épaisse contenant une quantité 

importante de fibres élastiques, mais elles sont pauvres en CML [6–8]. Les artères musculaires, 

par exemple les artères coronaires et carotides internes et externes, se ramifient à partir des 

branches de l’aorte [5,6]. Elles possèdent d’importantes propriétés vasomotrices leur 

permettant d’adapter la distribution du sang aux besoins des organes [5,9]. Elles sont 

composées de nombreuses CML, avec peu de fibres élastiques [5,6,8,9]. Les artérioles, quant 

à elles, permettent de répondre aux besoins des différents tissus pour distribuer l’oxygène et 

les nutriments [5,7]. Elles régulent également le débit et sont ainsi responsables de la 
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résistance périphérique permettant de diminuer la pression sanguine arrivant aux capillaires 

[6,7]. Elles sont composées d’une média pauvre en fibres élastiques possédant une à trois 

couches de CML et d’une adventice composée uniquement d’une couche de fibres de 

collagène et de fibres élastiques [5,7,8].  

 

B. Anatomie de l’artère saine 

 La paroi des artères est composée notamment de CE, de CML et de fibroblastes, eux-

mêmes entourés par une matrice extracellulaire. 

 

1. Les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses et les fibroblastes  

1.1. Les cellules endothéliales 

Les cellules endothéliales constituent l’endothélium qui est une monocouche de 

cellules tapissant la face interne des vaisseaux sanguins [10–12]. Ce sont des cellules aplaties 

et polarisées, c’est-à-dire ancrées sur une lame basale et en contact avec le sang au niveau 

apical [11,12]. 

 

Les différentes propriétés de l’endothélium 

L’endothélium contribue aux échanges gazeux et de nutriments entre le sang et les 

organes [11,12]. La perméabilité de l’endothélium est assurée à la fois par les jonctions serrées 

et les jonctions adhérentes [11]. Les jonctions serrées (occludines et claudines) forment une 

barrière possédant une perméabilité sélective qui régule les échanges entre le sang et les 

différents tissus [13,14], tandis que les jonctions adhérentes, majoritairement composées de 

cadhérines endothéliales vasculaires (VE-cadhérines), assurent la résistance mécanique de 

l’endothélium en permettant l’adhérence des CE entre elles [10,11,15]. 

Par ailleurs, les CE sont le siège d’une activité synthétique, métabolique et sécrétoire 

importante [12]. En effet, elles sont capables de produire et sécréter par exocytose la plupart 

des composants de la membrane basale et du sous-endothélium, dont le FW, les collagènes, 

la fibronectine et les laminines [12,16–18]. Le FW est également retenu dans les corps de 
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Weibel-Palade, granules de stockage retrouvées dans les CE, qui sont sécrétés dans le sang 

après activation de ces dernières, lors d’une lésion de la paroi vasculaire [19]. De plus, les CE 

produisent divers vasodilatateurs tels que la prostaglandine (PG) I2 et le monoxyde d’azote 

(NO), mais également des vasoconstricteurs incluant l’endothéline et l’angiotensine II, ce qui 

régule le tonus vasculaire, en constante balance entre constriction et dilatation [10–12,20].  

 

Les propriétés anti- et prothrombotiques de l’endothélium 

 Les cellules endothéliales jouent un rôle majeur dans la régulation de l’homéostasie 

vasculaire. Elles synthétisent à la fois des substances anti- et prothrombotiques. Les agents 

antithrombotiques ont pour fonction première de faciliter l’écoulement sanguin à l’état 

physiologique [21–23]. 

La fonction antithrombotique permet de prévenir l’activation des plaquettes, 

notamment par la production de NO et de PGI2 qui conduisent respectivement à la formation 

de GMPc et d’AMPc, inhibant les fonctions plaquettaires en parant le relargage intracellulaire 

de calcium (Ca2+) [11,21,22,24,25]. Le glycocalyx, un film riche en protéines glycolysées, joue 

également un rôle important en empêchant le sang d’être en contact direct avec la surface 

apicale des CE, grâce à sa structure chargée et complexe qui agit comme un tamis. La charge 

négative du glycocalyx repousse les cellules chargées négativement, telles que les globules 

blancs et rouges, et les plaquettes [11,22,26]. La fonction antithrombotique de l’endothélium 

prévient aussi la coagulation, notamment par l’expression à leur surface d’héparane sulfate 

qui potentialise l’activité de l’antithrombine III, et par l’expression de l’inhibiteur de la voie du 

facteur tissulaire (TFPI) limitant la génération de thrombine [20–22,27,28]. Enfin, elle favorise 

la fibrinolyse, notamment par la libération d’activateur tissulaire du plasminogène (tPA), une 

protéase transformant le plasminogène en plasmine responsable de la dégradation de la 

fibrine [20–22,29]. 

La fonction prothrombotique de l’endothélium est quant à elle initiée lorsqu’un 

stimulus active les CE. Ce stimulus peut être physique (apparition d’une brèche vasculaire, 

rupture d’une plaque d’athérosclérose), inflammatoire (cytokines, endotoxines) ou encore 

métabolique (lipoprotéines de basse densité (LDL) oxydées) [10,20,22]. Après activation, les 

CE libèrent le contenu des corps de Weibel-Palade, dont du FW et de la P-sélectine, ce qui 
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permet l’adhérence des plaquettes par les interactions GPIbα/FW et GPIbα/P-sélectine 

[11,22,30,31]. Les CE sécrètent également du platelet-activating factor (PAF) et du TxA2 qui 

augmentent le potentiel d’agrégation des plaquettes ainsi que de l’endothéline I et de 

l’angiotensine II aux propriétés vasoconstrictrices [11,21,22,32]. Enfin, les cellules 

endothéliales activées exposeraient également du FT  activant la cascade de coagulation ; 

cependant, ceci a été montré in vitro et n’est retrouvé in vivo que dans certaines conditions 

précises, telles qu’en présence d’un sepsis sévère chez les babouins ou en présence de 

tumeurs chez l’Homme [10,11,22,33]. Enfin, la sécrétion de l’inhibiteur de l’activateur du 

plasminogène de type I (PAI-1) réduit l’activité fibrinolytique [21,22,34].  

 

1.2. Les cellules musculaires lisses 

 Les CML sont des cellules mononucléées fusiformes, localisées dans la média des 

artères et des veines [8]. Les CML peuvent présenter deux phénotypes : contractile ou 

sécrétoire [8,35–37]. Dans les artères saines, leur phénotype est majoritairement contractile, 

permettant de contrôler le maintien du tonus vasculaire, la distribution du flux sanguin et la 

pression sanguine en réponse à divers médiateurs d’origine locale (NO), nerveuse 

(acétylcholine) ou hormonale (angiotensine II) [8,35,37]. 

Lors d’une lésion vasculaire, elles peuvent acquérir un phénotype sécrétoire, et ainsi 

produire les composants de la MEC dont des collagènes, de l’élastine, de la fibronectine et des 

protéoglycanes [8,35–37]. De même, elles acquièrent des propriétés procoagulantes en 

sécrétant du FT à leur surface [38]. Leur stimulation entraîne également leurs migration et 

prolifération, ce qui peut, en situation pathologique, contribuer au développement des 

plaques d’athérosclérose [37,39]. 

 

1.3. Les fibroblastes 

 Les fibroblastes, localisés dans l’adventice, sont des cellules fusiformes ou étoilées, 

dotées de longs prolongements cytoplasmiques [8,40]. Ce sont les principaux producteurs de 

la MEC de l’adventice par la synthèse notamment des collagènes, de l’élastine et de la 

fibronectine [8,40]. Les fibroblastes ont également un rôle majeur dans la réparation tissulaire 
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du fait de leur capacité à dégrader les tissus endommagés et à régénérer les composants de 

la matrice [40,41].  

Tout comme les CML, les fibroblastes possèdent, après activation, des propriétés 

procoagulantes en sécrétant du FT à leur surface [38,39]. Une stimulation entraîne leur 

migration, leur prolifération et la formation de tissu conjonctif ce qui contribue au 

développement des plaques d’athérosclérose par la formation d’une néo-intima [8,41,42].  

 

2. La matrice extracellulaire 

La MEC est une structure tridimensionnelle non cellulaire, présente dans tous les 

tissus. Elle consiste en un réseau composé d’une large variété de protéines, regroupées en 

trois principales classes de macromolécules : les protéoglycanes, les collagènes et les 

glycoprotéines [43,44]. Les collagènes sont les protéines principales de la MEC, mais l’on 

retrouve également de l’élastine, de la fibronectine, du FW, du fibrinogène et des laminines 

[43–45]. On distingue dans la MEC deux structures : la matrice interstitielle, située entre les 

cellules et qui fournit une structure pour les tissus, et la lame basale, structure plus spécialisée 

et plus organisée sur laquelle reposent les CE [43–45]. 

La MEC joue un rôle passif important de soutien de la paroi vasculaire en servant 

d’ancrage aux cellules pour former les tissus. Elle a également un rôle actif dans la régulation 

des fonctions des CE, des CML et des fibroblastes, en participant à la régulation de nombreux 

processus, dont la transmission de signaux de prolifération, de migration, de survie et de 

différenciation [43–45]. La MEC est responsable de la réponse thrombogène en cas d’une 

lésion l’exposant, ce qui induit l’adhérence et l’activation plaquettaire [19]. La composition de 

la MEC varie en fonction du territoire vasculaire et change au cours du vieillissement  et des 

pathologies, comme dans le cas de l’athérosclérose [45,46].  

 

2.1. La lame basale 

La lame basale, sur laquelle repose l’endothélium, est une structure spécialisée de la 

MEC de 50 à 100 nanomètres d’épaisseur, composée principalement de collagène de type IV, 

de laminines, de nidogène et de perlecan. On y retrouve également du collagène de type  VIII, 
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XV et XVIII selon la localisation de cette structure [47–50]. Le réseau de laminines permet 

l’adhérence des CE à leur pôle basal et le réseau de collagène de type IV sous-jacent permet 

de la stabiliser [49–52].  

La lame basale forme une barrière semi-perméable grâce à sa composition en 

collagènes et sa densité en protéines [48]. Elle participe à l’angiogenèse en régulant la 

prolifération, la migration et la différenciation des CE. Elle est également importante dans le 

maintien de l’intégrité vasculaire [50,53,54]. 

 

2.2. Les collagènes 

Les collagènes sont les protéines les plus abondantes de la MEC [55,56]. Vingt-huit 

types différents de collagènes sont retrouvés chez les vertébrés [55,57,58]. Ils sont synthétisés 

par les CE, les CML et les fibroblastes et sont formés de chaînes polypeptidiques α enroulées 

en hélices gauches sur lesquelles on trouve des répétitions du motif glycine – proline – 

hydroxyproline (GPO) [55,58–61]. L’association de trois hélices gauches forme une triple 

hélice droite, précurseur soluble du collagène, appelée procollagène [62]. Les extrémités C- et 

N-terminales du procollagène sont ensuite clivées par protéolyse ce qui permet de former le 

tropocollagène, s’organisant en polymère de collagène insoluble [62] (Figure 2).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Structure de la triple hélice du collagène 

(A) Schéma d’un segment de la triple hélice du collagène, mettant en évidence l’intrication 

des liaisons hydrogène (liaisons grisées) entre les trois hélices. (B) Dépliement des trois hélices 

et des liaisons entre elles. Gly : glycine ; Hyp : hydroxyproline ; Pro : proline. D’après Shoulders 

& Raines, 2009 [63]. 
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Les collagènes sont répartis en différents groupes dont treize ont été décrits au niveau 

vasculaire [62,64]. Les collagènes fibrillaires de type I et III sont les composants majeurs de la 

média et de l’adventice, où l’on retrouve également du collagène V [58,64]. Les collagènes 

formant des réseaux comprennent le type IV, constituant majeur de la membrane basale, et 

le type VIII, surtout présent dans le sous-endothélium [19,59,62]. Les autres collagènes 

retrouvés dans les vaisseaux peuvent former des microfibrilles comme le type VI et VII ou être 

associés aux fibrilles telles que les types XII, XIV, XV, XVI, XVIII et XIX [55–57,62,63,65].  

Les collagènes jouent un rôle structural puisqu’ils sont responsables de la résistance et 

de l’élasticité du vaisseau [58,65]. Ils concourent également à l’hémostase lors de leur 

exposition à la suite d’une lésion vasculaire, en permettant l’adhérence, l’activation et 

l’agrégation des plaquettes pour former un clou hémostatique [19,56,57,61,66]. Ce processus 

implique principalement deux récepteurs plaquettaires : i) l’intégrine α2β1, par la séquence 

glycine – phénylalaline – pyrrolisine – glycine - acide glutamique – arginine (GFOGER, 

séquence de six acides aminés spécifiques des collagènes) et ii) la GPVI qui lie le motif GPO 

[19,56,57,61,66,67].  

L’importance du collagène dans l’organisation ou la structure des vaisseaux est mise 

en évidence par le syndrome d’Ehlers-Danlos, caractérisé par une anomalie d’élasticité 

vasculaire entraînant la formation d’anévrismes [58,65].  

 

2.3. Le facteur Willebrand 

Le FW est une glycoprotéine multimérique synthétisée par les mégacaryocytes et les 

CE. Il est stocké dans les corps de Weibel-Palade des CE et dans les granules α des 

mégacaryocytes et plaquettes d’où il est sécrété après activation des cellules [47,68–70]. Les 

corps de Weibel-Palade libèrent du FW de manière continue dans le sang, où il se retrouve 

sous forme de multimères allant de 500 à 20 000 kDa et à une concentration de 7 µg/mL. Les 

CE sécrètent également du FW de haut poids moléculaire dans le sous-endothélium 

[47,68,70–73]. La nature multimérique du FW est un déterminant important de sa réactivité. 

Chaque monomère de FW est composé de plusieurs domaines fonctionnels : i) le 

domaine A1 qui lie la GPIbα des plaquettes et le collagène de type VI, ii) le domaine A2, site 

de clivage du FW par l’ADAMTS13 (A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin 
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type 1 repeat 13), permettant de réguler la taille des multimères circulants, iii) le domaine A3, 

site de liaison du collagène sous-endothélial de type I et III, iv) le domaine C1 présentant une 

séquence arginine-glycine-acide aspartique (RGD) qui lie l’intégrine αIIbβ3 et v) le domaine 

D3, site de liaison du facteur de coagulation VIII [47,70–72,74,75] (Figure 3). 

 

Figure 3 : Représentation schématique de la structure du monomère de FW 

ADAMTS-13 : A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin type 1 repeat-13 ; 

RGD : séquence arginine-glycine-acide aspartique. D’après Brehm, 2017 [72]. 

 

Le FW plasmatique se présente sous une conformation globulaire peu favorable à la 

liaison de la GPIbα [74,76,77]. Suite à une lésion vasculaire, le FW plasmatique s’adsorbe sur 

des protéines adhésives sous-endothéliales, notamment le collagène, la fibronectine et les 

laminines [47,66,74,78]. Une fois le FW immobilisé, les forces de cisaillements permettent son 

extension et l’exposition de son domaine A1, assurant l’attachement des plaquettes au site de 

lésion vasculaire par son interaction avec la GPIbα [47,74,76,79]. Le FW peut également 

contribuer à l’adhérence des plaquettes en interagissant avec l’intégrine αIIbβ3 plaquettaire, 

mais cette  interaction est très peu efficace et peu importante [47,74]. En plus d’assurer 

l’étape initiale d’attachement des plaquettes en conditions de flux élevés, le FW contribue 

également à la croissance des thrombi puisqu’il assure l’adhérence de plaquettes circulantes 

à un agrégat en cours de formation [66,80,81].  

Chez l’Homme, le FW occupe une place importante dans l’hémostase. Ceci est mis en 

évidence par la maladie de Willebrand, syndrome hémorragique dû à un déficit quantitatif ou 

qualitatif du FW,  et aussi par le purpura thrombotique thrombopénique (PTT), résultant d’un 

défaut de l’ADAMTS13 [47,70,72,76,79]. Dans ce dernier, les multimères de haut poids 

moléculaire de FW ne sont plus clivés et s’accumulent dans le plasma, causant la formation 

de microthrombi, ce qui résulte en une thrombopénie [47,79,82]. 
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2.4. Le fibrinogène 

Le fibrinogène, facteur I de la coagulation, est une glycoprotéine hexamérique soluble 

plasmatique. Il est synthétisé par les hépatocytes puis libéré dans le plasma, où il circule à la 

concentration de 2 à 4 g/L [12,83,84]. Il est également stocké dans les granules α plaquettaires 

[12,85]. Au niveau structurel, le fibrinogène est composé de trois chaînes polypeptidiques (Aα, 

Bβ et γ), assemblées en un homodimère par des ponts disulfures entre leur domaine N-

terminal puis en complexes hexamériques (Aα-Bβ-γ)2 liés par des ponts disulfures [12,84,86–

88]. Chaque monomère de fibrinogène possède trois sites de liaison pour l’intégrine αIIbβ3 : 

deux séquences RGD, situées sur la chaîne Aα, et le dodécapeptide de l’extrémité C-terminale 

de la chaîne γ [89,90] (Figure 4). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Représentation schématique de la structure du fibrinogène 

FpA : fibrinopeptide A ; FpB; fibrinopeptide B. D’après Köhler, Smid & Settanni, 2015 [91]. 

 

Le fibrinogène joue un rôle-clé dans l’agrégation plaquettaire en formant un pont entre 

les intégrines αIIbβ3 activées, permettant ainsi de lier les plaquettes entre elles et de créer le 

clou hémostatique. Le fibrinogène est également le principal substrat de la thrombine issue 

de la cascade de la coagulation, dont l’action protéolytique permet de le transformer en 

fibrine insoluble et ainsi stabiliser l’agrégat plaquettaire [83,88,92].  

L’importance du fibrinogène est confirmée par l’existence de syndromes 

hémorragiques associés à des défauts qualitatifs ou quantitatifs de ce dernier, tels que la 

dysfibrinogénémie et l’afibrinogénémie, caractérisées respectivement par un fibrinogène 

circulant non fonctionnel et une absence totale de fibrinogène circulant [83,93].  
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2.5. La fibronectine 

 La fibronectine est une glycoprotéine de 250 kDa, exprimée dans de nombreux tissus 

[94]. Elle joue un rôle structurel, mais également de régulation pour les cellules ancrées dans 

la MEC [95]. Elle se compose de monomères comprenant trois domaines répétés majeurs (FNI, 

FNII et FNIII) ainsi qu’une région variable V [94–96] (Figure 5). Les monomères s’assemblent 

en dimères par des ponts disulfures, qui peuvent s’associer pour former des multimères 

[97,98]. Il existe deux formes de fibronectine : la fibronectine plasmatique, sécrétée dans le 

sang par les hépatocytes, et la fibronectine cellulaire synthétisée par différents types 

cellulaires, dont les fibroblastes, les mégacaryocytes et les cellules endothéliales. Elle est 

présente dans les granules α plaquettaires et la paroi vasculaire [94,95,99]. La fibronectine 

plasmatique est soluble tandis que la forme cellulaire est assemblée en fibrilles insolubles 

dans les différentes couches de la paroi vasculaire [94,99]. 

 

 

Figure 5 : Représentation schématique de la structure de la fibronectine  

EDA : extra-domaine A ; EDB : extra-domaine B ; FNI : domaine de type I ; FNII : domaine de 

type II ; FNIII : domaine de type III ; V : région variable ; RGD : région aginine-glycine-acide 

aspartique. D’après To & Midwood, 2011 [95]. 

 

 La fibronectine permet l’assemblage et l’organisation de la MEC en y incorporant les 

collagènes I et III et le fibrinogène [95,97,100]. Plus récemment, il a été montré que la 

fibronectine est aussi impliquée dans l’athérosclérose et dans la thrombo-inflammation, une 

interaction entre les plaquettes et le système inflammatoire lors de l’ischémie / reperfusion 

au niveau cérébral et cardiaque [101–103].  
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La fibronectine contribue à l’adhérence et l’activation des plaquettes en condition de 

flux [78,94]. En effet, les intégrines plaquettaires α5β1, αvβ3 et αIIbβ3 interagissent avec la 

séquence RGD de la fibronectine [78,94,95,97,104]. La fibronectine régule également la 

stabilité et la croissance des thrombi puisque son absence retarde la formation d’un thrombus 

occlusif [94,96,104]. 
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II. L’hémostase 

 

L'hémostase est un processus physiologique permettant le maintien de l’intégrité 

vasculaire et l'arrêt du saignement à la suite d'une lésion vasculaire. Elle se découpe en trois 

phases : l'hémostase primaire, la coagulation et la fibrinolyse. L'hémostase primaire est 

assurée par l’adhérence, l’activation et l’agrégation des plaquettes au niveau du site de lésion. 

La coagulation consiste en une cascade de réactions enzymatiques, initiée par le facteur 

tissulaire et conduisant à la génération de thrombine (facteur IIa de la coagulation). Cette 

dernière transforme alors le fibrinogène soluble en un réseau de fibrine insoluble qui 

consolide l’agrégat plaquettaire [105,106]. À la fin des deux premières étapes, concomitantes, 

la fibrinolyse est initiée et génère localement de la plasmine qui dégrade la fibrine pour 

dissoudre le caillot et permettre de rétablir un flux sanguin normal [105,106]. 

 

A. L’hémostase primaire et la plaquette sanguine 

Dans leur livre Introduction à l’étude de l’hémostase et de la thrombose, Bernard Boneu 

et Jean-Pierre Cazenave ont décrit l'hémostase primaire comme étant un processus 

physiologique essentiel au maintien de l’homéostasie ainsi que la première étape du 

processus de réparation tissulaire. L'hémostase primaire repose sur la capacité des plaquettes 

à former un clou hémostatique au site de lésion vasculaire afin de limiter le saignement [12]. 

 

1. Définition et structure de la plaquette  

Les plaquettes sont des petites cellules anucléées dérivées du cytoplasme des 

mégacaryocytes de la moelle osseuse [105–107]. Les plaquettes humaines ont un diamètre de 

3 μm pour une épaisseur de 1 μm [107]. Après s’être détachées des mégacaryocytes, elles 

circulent dans le sang sous forme discoïde pendant 7 à 10 jours, à une concentration de           

150 000 à 400 000 plaquettes par microlitre, puis sont éliminées par les macrophages de la 

rate et du foie [105,108]. 
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Les plaquettes sont composées d’une membrane plasmique, d’un cytoplasme, d’un 

cytosquelette et d’organites (Figure 6). La membrane plasmique consiste en une bicouche 

asymétrique associant phospholipides, cholestérol, glycolipides, protéoglycanes et 

glycoprotéines [109]. Elle présente des invaginations, appelées système canaliculaire ouvert,  

permettant d’augmenter la surface d’échange entre la plaquette et le milieu extérieur, mais 

également de constituer une réserve de membrane pour le changement de forme qui survient 

lors de l’activation plaquettaire [110].  

 

Figure 6 : Schéma représentatif de la composition d’une plaquette humaine  

 

Le cytosquelette plaquettaire est composé de microtubules formant un réseau 

circonférentiel et de filaments d'actomyosine [107,109–111]. Il est responsable de la forme 

discoïde des plaquettes au repos, mais également de leur changement de forme lors de leur 

activation. Ce phénomène est régulé par une dépolymérisation et une repolymérisation 

rapides des filaments d'actine [107].  

Les plaquettes possèdent également divers organites : des mitochondries, un réticulum 

endoplasmique, des grains de glycogène et des granules. Elles contiennent trois types de 

granules : des granules α, des granules denses δ et des lysosomes λ [109,112]. Les granules α 
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sont les plus abondants. On en retrouve 50 à 80 par plaquette humaine, d'un diamètre de 200 

à 500 nm [109,112].  Ils contiennent principalement des glycoprotéines adhésives 

(fibrinogène, FW), des facteurs de la coagulation (facteurs V, XI, XIII, FT), des facteurs de 

croissance (VEGF) ainsi que de la P-sélectine. Les granules denses δ sont moins nombreux et 

plus petits que les granules α. On en dénombre 3 à 8 par plaquette, d’un diamètre de 150 nm 

[109,112]. Ils contiennent entre autres de l'ADP, de l'ATP, de la sérotonine et du calcium. Enfin, 

on trouve entre 0 et 3 lysosomes par plaquette, d’un diamètre de 200 à 250 nm. Ils 

contiennent diverses protéases qui possèdent des fonctions extracellulaires importantes, 

telles que le clivage des récepteurs, la fibrinolyse et la dégradation des composants de la MEC 

[112]. Le rôle des granules dans l’hémostase est mis en évidence par des troubles 

hémorragiques divers, tels que le syndrome des plaquettes grises, un trouble hémorragique 

grave lors de l’absence de granules α, et le syndrome de Hermansky-Pudlak chez les patients 

présentant un déficit héréditaire en granules denses. 

 

2. Les mécanismes moléculaires de l’hémostase primaire 

 Les mécanismes moléculaires de l'hémostase primaire sont à présent largement 

connus. À la suite d’une lésion vasculaire, les protéines du sous-endothélium sont exposées 

au flux sanguin. Le FW circulant se lie au collagène sous-endothélial par son domaine A3 et 

recrute des plaquettes par l’interaction entre son domaine A1 et la GPIbα du complexe GPIb-

IX-V [47,74,113]. L'adhérence stable des plaquettes est alors assurée par l'interaction des 

intégrines de la famille β1, α2β1, α5β1 et α6β1, qui se lient à leurs ligands plaquettaires 

respectifs, à savoir le collagène, la fibronectine et les laminines [47,113]. L'intégrine αIIbβ3 est 

également impliquée dans l'adhérence stable des plaquettes par sa liaison au FW et à la 

fibronectine du sous-endothélium [74,114]. Cette adhérence stable permet l'interaction entre 

le collagène sous-endothélial et la GPVI plaquettaire, ce qui déclenche une cascade de 

signalisation intracellulaire, activant les plaquettes [47,113,115]. Les plaquettes changent 

alors de forme, se contractent, émettent des filopodes et libèrent le contenu des granules 

plaquettaires comprenant notamment l’ADP et l’ATP, mais synthétisent et libèrent également 

du TxA2 [115]. Ces agonistes solubles amplifient, via leurs récepteurs P2Y1 et P2Y12 pour l'ADP, 

P2X1 pour l'ATP et le récepteur du thromboxane (TP) pour le TxA2, l'activation plaquettaire en 
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augmentant l'affinité de l'intégrine αIIbβ3 pour son principal ligand, le fibrinogène soluble, qui 

assure l'agrégation et la formation du bouchon hémostatique [113] (Figure 7). 

 

Figure 7 : Les mécanismes moléculaires de l’hémostase primaire 

ADP : adénosine diphosphate ; ATP : adénosine triphosphate ; Fg : fibrinogène ; FN : 

fibronectine ; FW : facteur de Willebrand ; GP : glycoprotéine; LM : laminines ; TxA2 : 

thromboxane A2. 

 

3. Les récepteurs plaquettaires 

L’hémostase primaire est médiée par de nombreux récepteurs permettant 

l’adhérence, l’activation et l’agrégation plaquettaire. On distingue deux types de récepteurs : 

les récepteurs d’adhérence et d’activation qui ont une signalisation basée sur les tyrosines 

kinases et les récepteurs aux agonistes solubles dont la majorité est couplée aux protéines G.  

 

3.1. Les récepteurs d’adhérence et d’activation 

3.1.1. Le complexe GPIb-IX-V 

Le complexe GPIb-IX-V est uniquement exprimé à la surface des mégacaryocytes et des 

plaquettes. Il appartient à la superfamille des protéines riches en leucine, caractérisée par la 
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présence d’un ou plusieurs domaines de ‘’répétitions riches en leucine’’ [116–118]. Le 

complexe GPIb-IX-V contient quatre sous-unités différentes : une sous-unité GPIbα liée à deux 

sous-unités GPIbβ via des ponts disulfures pour former la GPIb ; cette dernière est associée à 

une sous-unité GPIX pour former le complexe GPIb-IX puis à une sous-unité GPV [118–120]. 

On dénombre environ 25 000 copies de GPIb-IX et 12 500 copies de GPV par plaquette 

[116,118,121]. La GPIbα est la sous-unité majeure puisque c’est elle qui interagit avec la 

majorité des ligands du complexe par son domaine N-terminal extracellulaire [122,123] 

(Figure 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 8 : Structure du complexe GPIb-IX-V 

CaM : calmoduline ; FW : facteur de Willebrand ; GP : glycoprotéine ; S : pont disulfure. 

 

Le principal ligand du complexe GPIb-IX-V est le domaine A1 du FW qui joue un rôle 

déterminant dans le recrutement des plaquettes à taux de cisaillement élevé (> 1 000 s-1), que 

l’on retrouve au niveau d’une lésion vasculaire [74,122]. La GPIbα se lie également à d'autres 

ligands, dont la thrombine, la P-sélectine, la thrombospondine-1 (TSP-1), le facteur XI et le 

facteur XII [116,117,122–125].  

La liaison du FW à la GPIbα induit une cascade de signalisation intracellulaire de très 

faible intensité impliquant des membres de la famille Src-kinase, ce qui conduit à l'activation 
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de la phospholipase (PL) Cγ2 et à la mobilisation des stocks intracellulaires de calcium (Ca2+). 

Cette signalisation permet l’activation des plaquettes et leur changement de forme 

[121,126,127].  

Le complexe GPIb-IX joue un rôle crucial dans l’hémostase, ce qui est mis en évidence 

par le syndrome de Bernard-Soulier, un trouble hémorragique rare caractérisé par une 

macrothrombopénie, qui survient lorsqu’un des membres du complexe GPIb-IX est 

défectueux [118,128,129]. D’autre part, de nombreuses études in vitro et in vivo ont montré 

que l'absence du complexe GPIb-IX ou le blocage de l'interaction FW-GPIb réduit la thrombose 

expérimentale, indiquant l'importance de ce complexe dans la thrombose artérielle 

[121,123,130,131].  

 

3.1.2. La GPVI 

La GPVI est une glycoprotéine d’environ 65 kDa exprimée uniquement sur les 

mégacaryocytes et les plaquettes [115,132]. Il existe 3 000 à 5 000 copies de GPVI par 

plaquette [115,133]. La GPVI est principalement exprimée sous forme monomérique sur les 

plaquettes au repos, mais environ 30 % est exprimée sous forme dimérique, une proportion 

qui augmente lors de l'activation des plaquettes et qui présente plus d’affinité pour les ligands 

de la GPVI [134,135]. 

La GPVI appartient à la superfamille des immunoglobulines (Ig), car elle possède deux 

domaines Ig extracellulaires (D1 et D2) liés par des ponts disulfures, auxquels se lient ses 

ligands [115,134]. Elle contient également une tige mucine riche en sérine et thréonine avec 

des sites de O-glycosylation, une courte région transmembranaire et une extrémité 

intracytoplasmique [115,132,136]. Cette région lie la calmoduline et contient un domaine 

riche en proline (DRP) interagissant avec les kinases de la famille Src, Lyn et Fyn [115,132] 

(Figure 9). 
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Figure 9 : Structure de la GPVI 

Arg : arginine ; Asp : aspartate ; FcRγ : partie Fc des récepteurs γ ; GP : glycoprotéine ; Ig : 

immunoglobuline ; ITAM : motif d'activation des récepteurs immuns basé sur la tyrosine ; Y : 

tyrosine. 

 

La GPVI est connue pour être le principal récepteur d’activation des plaquettes aux 

collagènes fibrillaires [115,137,138]. Les séquences GPO des collagènes de type I et III jouent 

un rôle déterminant dans la liaison de la GPVI [132,134,139]. Cependant, d’autres ligands ont 

également été identifiés, notamment la fibronectine, le fibrinogène, la fibrine et les laminines 

[115,135,137,140,141].  

La GPVI est associée à la chaîne γ des récepteurs Fc (FcRγ) via un pont salin entre une 

arginine sur la GPVI et un aspartate sur FcRγ. Cette dernière est essentielle pour l’expression 

de la GPVI à la surface plaquettaire et contient également un domaine de signalisation ITAM 

(immunoreceptors tyrosine-based activation motif) [84,142–145]. Ce dernier initie une 

cascade de signalisation à la suite de l'interaction de la GPVI avec ses ligands [132,145,146]. 
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La liaison du collagène à la GPVI favorise son regroupement en multimères et rapproche les 

kinases de la famille Src, Fyn et Lyn, liées au domaine intracytoplasmique de la GPVI du 

domaine ITAM de la chaîne FcRγ, favorisant sa phosphorylation [115,143,147–150]. Cela 

conduit au recrutement et à la phosphorylation de la tyrosine kinase Syk qui initie une cascade 

de signalisation, conduisant à la formation d'un complexe de signalisation basé sur LAT (Linker 

for activation of T cells) située au niveau de la membrane plaquettaire [151]. LAT phosphorylé 

lie entre autres la phospholipase (PL) Cγ2, la phosphoinositide 3-kinase (PI3K) et la protéine 

kinase de Bruton (Btk) formant ainsi le complexe de signalisation LAT [148,149]. Ce complexe 

hydrolyse le phospho-inositol-4,5-bisphosphate (PIP2) en diacylglycérol (DAG) et inositol-

1,4,5-triphosphate (IP3), ce qui entraîne la libération de Ca2+ des réserves internes dans le 

cytosol et permet la libération des agonistes solubles, qui amplifient l'activation plaquettaire 

[148,152] (Figure 10). 
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Figure 10 : Voie de signalisation de la GPVI  

Btk : protéine kinase de Bruton ; Ca2+ : calcium ; DAG : diacylglycérol ; GP : glycoprotéine ; IP3 

: inositol 1,4,5-triphosphate ; ITAM :  immunoreceptor tyrosine-based activation motif ; LAT : 

linker for activation of T cells ; P : phosphorylation ; PI3K : phosphoinositide 3-kinase ; PIP2 : 

phospho-inositol-4,5-bisphosphate ; PKC : protéine kinase C ; PLCγ2 : phospholipase Cγ2. 

Adapté de Watson et al, 2005 et Rayes, 2019 [148,153]. 

 

La GPVI n'est pas un récepteur clé pour l'hémostase puisque les patients présentant 

un défaut ou une absence de GPVI n’ont pas de saignements majeurs [152,154,155]. Ceci est 

confirmé sur des souris déficientes ou immunodéplétées en GPVI par l’anticorps JAQ1 qui ne 

présentent pas de prolongation du temps de saignement à la queue [150,156–158]. Par 

ailleurs, il a été mis en évidence un rôle important de la GPVI dans différents modèles de 

thrombose murins, notamment dans un modèle d’athérothrombose chez des souris 

déficientes pour le gène de l’apolipoprotéine E (ApoE-/-) et pour lesquelles des plaques 

d’athérosclérose dans la carotide ont été rompues [130,159–164]. Ceci suggère que la GPVI 

représente une cible antithrombotique avec potentiellement un effet mineur sur les 

saignements.  

 

3.1.3. Les intégrines  

Les intégrines sont une famille de glycoprotéines transmembranaires qui servent à la 

fois de molécules d'adhérence cellulaire et de signalisation. Ce sont des hétérodimères 

composés de sous-unités α et β associées de manière non covalente. Chaque sous-unité est 

constituée de trois domaines : un grand domaine extracellulaire responsable de la liaison au 

ligand, un domaine transmembranaire et une queue cytoplasmique plus petite [165–168]. Les 

intégrines régulent de nombreuses fonctions biologiques (migration, prolifération, 

différenciation et apoptose cellulaire), mais également pathologiques (cancer, saignement, 

maladie inflammatoire, thrombose) [167–169].  

Chez les mammifères, vingt-quatre intégrines ont été décrites. Elles consistent en 

l'association de dix-huit chaînes α avec huit sous-unités β [165–167,170,171]. Cinq intégrines, 

α2β1, α5β1, α6β1, αvβ3 et αIIbβ3, sont présentes sur les plaquettes humaines, divisées en 

deux sous-groupes : les β1 et β3 [167,171].  
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Les intégrines peuvent adopter trois états conformationnels différents. Sur les 

plaquettes au repos, les intégrines sont généralement inactives et présentent une faible 

affinité pour les ligands extracellulaires. L'ectodomaine de l'intégrine est replié en formant un 

V inversé avec une faible affinité pour ses ligands. L’activation des plaquettes génère un signal 

inside-out, ce qui conduit les intégrines à passer à un état intermédiaire dans lequel la 

molécule s'étend. Dans cette conformation, les intégrines ont une affinité modeste pour leurs 

ligands. En cas de signal plus intense, les intégrines adoptent une conformation ouverte, 

conférant une affinité élevée pour les ligands [166–168,170,172].  

 

3.1.3.1. α2β1  

L'intégrine α2β1 est exprimée à la surface des plaquettes, des fibroblastes, des cellules 

épithéliales et endothéliales [173–175]. On en retrouve entre 3 000 et 5 000 copies par 

plaquette [171,176]. L'intégrine α2β1 a été le premier récepteur au collagène identifié sur les 

plaquettes et assure principalement l'adhérence stable [177,178]. Elle reconnaît le collagène 

fibrillaire de type I avec une grande affinité, mais peut également lier le collagène sous-

endothélial de type II, III et IV [174,179,180]. Elle lie également d’autres ligands, tels que les 

laminines, les perlecans et les protéoglycanes [174,175,181]. La voie de signalisation outside-

in de ce récepteur entraîne un changement de forme, une extension des filopodes, la 

formation de lamellipodes et l'étalement des plaquettes [182].  

L'intégrine α2β1 ne semble pas jouer un rôle critique dans l'hémostase. En effet, deux 

patients présentant un défaut génétique de cette intégrine n’ont présenté qu'un phénotype 

hémorragique modéré [183,184]. Ce résultat est retrouvé chez des souris ayant un déficit de 

la chaîne α2 et qui présentent un temps de saignement de la queue normal 

[138,174,175,182,185]. En revanche, son rôle dans la formation et la stabilité des thrombi a 

été démontré en thrombose expérimentale dans des modèles murins déficients pour l’α2 

[84,182,186]. 

 

3.1.3.2. α5β1  

L'intégrine α5β1 est exprimée à la surface des plaquettes, des CE, des fibroblastes, des 

lymphocytes, des monocytes et des cellules cancéreuses [171,187]. On en dénombre entre 2 
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000 et    4 000 copies par plaquette [188]. Le principal ligand de l’α5β1 est un composant de 

la MEC, la fibronectine, mais il interagit également avec d'autres protéines présentant une 

séquence arginine – glycine – asparagine (RGD) [171,187–189]. La liaison de l'α5β1 à la 

fibronectine favorise l’adhérence des plaquettes, ce qui entraîne une signalisation outside-in 

menant au changement de forme des plaquettes et à la formation de filopodes [190,191].   

L'intégrine α5β1 est impliquée dans la migration et la différenciation cellulaire, c'est 

pourquoi son absence entraîne une létalité embryonnaire par manque de développement des 

vaisseaux sanguins [188,192,193]. Pour cette raison, l'étude de son rôle dans la formation de 

thrombi in vivo a débuté récemment, notamment au laboratoire où nous avons généré une 

souris pour laquelle le gène α5 a été supprimé spécifiquement dans la lignée 

mégacaryocytaire. L’étude de cette souris confirme le rôle clé d’α5β1 comme un récepteur de 

la fibronectine et indique qu’α5β1 ne joue pas un rôle majeur en hémostase et en thrombose 

expérimentale [194]. 

 

3.1.3.3. α6β1  

L'intégrine α6β1 est exprimée à la surface des plaquettes, des leucocytes, des CE 

vasculaires, des CML et de nombreuses cellules épithéliales [195,196]. On en compte entre 4 

000 et 12 000 copies par plaquette [188,197]. Les principaux ligands de l'intégrine α6β1 sont 

les laminines, mais il a également été montré une interaction directe entre l’α6β1 et la TSP-1 

dans la microvascularisation [196,197]. La liaison de l'intégrine à ses ligands favorise 

l'adhérence des plaquettes et promeut la signalisation outside-in qui entraîne une 

augmentation des concentrations intracellulaires de Ca2+, un changement de forme et 

l'extension des filopodes [197–199].  

L'intégrine α6β1 ne semble pas jouer un rôle critique dans l'hémostase, car le temps 

de saignement chez les souris déficientes en α6 n'est pas augmenté [197]. En revanche, elle 

joue un rôle important dans la thrombose artérielle dans des modèles murins puisque ces 

souris présentent une réduction du thrombus formé dans trois modèles de thrombose 

expérimentale [197]. 
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3.1.3.4. αIIbβ3 

L'intégrine αIIbβ3 est un hétérodimère composé d'une sous-unité αIIb et d'une sous-

unité β3, spécifiquement exprimée dans la lignée mégacaryocytaire [188,200–203]. On 

dénombre environ 80 000 copies à la surface d'une plaquette au repos et 30 000 copies 

supplémentaires se trouvent sur la membrane du système canaliculaire ouvert et des granules 

α. Ces dernières sont exposées à la surface des plaquettes après activation [84,171,204,205]. 

Le fibrinogène est le principal ligand de l'αIIbβ3. Ce récepteur reconnaît à la fois la séquence 

RGD de la chaîne α et la séquence KQAGDV de la chaîne γ du fibrinogène [84]. Cette interaction 

permet le pontage de plaquettes adjacentes entraînant leur agrégation, ce qui représente la 

fonction principale de l'αIIbβ3 [206–208]. Elle reconnaît également d'autres protéines 

adhésives possédant un motif RGD, notamment le FW, la fibronectine et la vitronectine 

[84,171,207,208]. Son interaction avec le FW et la fibronectine est impliquée dans l'adhérence 

stable des plaquettes et pourrait également participer à la formation d'agrégats à faible taux 

de cisaillement (< 1 000 s-1) [114,191,200,209,210]. Après la liaison du ligand, la voie de 

signalisation outside-in de ce récepteur entraîne un changement de forme des plaquettes, 

favorise la sécrétion du contenu des granules et la rétraction du caillot de fibrine 

[114,167,171,211]. 

Un défaut ou une déficience d'une sous-unité de l'intégrine αIIbβ3 entraîne un trouble 

hémorragique rare et grave, la thrombasthénie de Glanzmann, qui se caractérise par une 

diminution de la capacité des plaquettes à adhérer, à s'étaler et à agréger, malgré une 

numération plaquettaire normale [167,171,200]. De même, l'intégrine αIIbβ3 joue un rôle 

crucial dans la thrombose artérielle par sa capacité à assurer l'agrégation plaquettaire et donc 

la croissance et la stabilité du thrombus, comme montré dans des modèles murins déficients 

en intégrine β3 [167,171,188,208,212]. Son inhibition permet ainsi de prévenir la croissance 

du thrombus dans différents modèles expérimentaux [171,191,197]. L’utilisation clinique 

d'agents antiplaquettaires ciblant l’intégrine αIIbβ3, tels que l’abciximab, un fragment Fab 

d’un anticorps monoclonal chimérique, l’eptifibatide, un heptapeptide cyclique, et le 

tirofiban, un composé de synthèse dérivé de la tyrosine, atteste de son importance dans la 

thrombose artérielle. L’utilisation de cette classe de médicaments est limitée aux situations 

aiguës, en raison d'un risque hémorragique important. 
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3.2. Les récepteurs aux agonistes solubles 

L'ADP, l'ATP, la thrombine et le TxA2 sont des agonistes solubles indispensables pour 

l'amplification de l'activation plaquettaire et la croissance et la stabilité du thrombus. Ils se 

fixent sur leurs récepteurs respectifs, à savoir des récepteurs canaux ioniques (P2X1) ou des 

récepteurs couplés aux protéines G (P2Y1, P2Y12, TP et PAR) [213]. 

 

3.2.1. Le récepteur P2X1  

Le récepteur P2X1 appartient à la famille des canaux ioniques et est activé par l'ATP 

[213,214]. Il est exprimé à la surface des plaquettes, à raison d’une centaine de copies par 

plaquette, des CML, des neutrophiles et des macrophages [215,216]. L'activation de P2X1 par 

l’ATP entraîne un influx rapide de Ca2+ extracellulaire dans les plaquettes, conduisant au 

changement de forme de ces dernières et à la dégranulation [214,216–218]. La stimulation de 

P2X1 par l’ATP n’entraîne pas seulement l’agrégation plaquettaire, mais promeut son 

amplification à divers agonistes (ADP, thrombine) [217,219–221].  

Le récepteur P2X1 ne semble pas jouer un rôle majeur dans l'hémostase, puisque les 

souris déficientes pour ce récepteur ne présentent pas d’augmentation du temps de 

saignement à la queue [222,223]. Cependant, l’absence du P2X1 réduit la taille du thrombus 

dans un modèle de thrombose expérimentale, principalement en présence d’un taux de 

cisaillement élevé (> 3 000 s-1), ce qui suggère que ce récepteur canal pourrait jouer un rôle 

important en thrombose artérielle [219,222–224].  

 

3.2.2. Les récepteurs couplés aux protéines G 

Les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) constituent la plus grande famille de 

protéines du génome humain [225,226]. Ils sont constitués de sept hélices α 

transmembranaires reliées à trois boucles extracellulaires, qui contiennent des sites de liaison 

aux ligands, et à trois boucles intracellulaires associées à des protéines G hétérodimériques. 

Ces dernières initient les réponses intracellulaires spécifiques aux agonistes [213]. Les 

protéines G sont des hétérodimères possédant des sous-unités α, β et γ. À l'état inactif, la 

sous-unité Gα est liée au RCPG et étroitement associée à l'unité Gβ-Gγ. Après fixation de 
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l'agoniste, le RCPG est phosphorylé et induit la dissociation de la sous-unité Gα, ce qui entraîne 

l'interaction avec ses effecteurs et déclenche une signalisation [213,226]. 

3.2.2.1. Le récepteur P2Y1  

P2Y1, un récepteur couplé à la protéine Gαq, est exprimé dans de nombreux tissus. On 

en trouve sur les CE, les CML, les cellules immunitaires et les plaquettes (environ 150 copies 

par plaquette) [213,223,227,228]. La liaison de l'ADP au P2Y1 entraîne l'interaction de la sous-

unité Gαq avec la PLCβ, ce qui conduit à la génération d'IP3 et à la mobilisation des réserves 

de Ca2+ intracellulaires [213]. La signalisation P2Y1 induit un changement de forme des 

plaquettes, l'activation des intégrines et l'agrégation plaquettaire. De plus,  P2Y1 participe 

également à l’activité procoagulante des plaquettes [213,215,223,226,229–231]. 

Le temps de saignement chez des souris déficientes en P2Y1 ou inhibées au MRS2500 

(un antagoniste du récepteur P2Y1) ou des singes inhibés au MRS2500 est légèrement 

augmenté, ce qui indique un rôle mineur de ce récepteur dans l'hémostase [232,233]. 

Cependant, P2Y1 joue un rôle important dans la thrombose artérielle puisque sa suppression 

ou son inhibition chez la souris ou le singe entraîne une réduction du thrombus dans des 

modèles de thrombose expérimentale [232,234,235].  

 

3.2.2.2. Le récepteur P2Y12  

P2Y12 est un récepteur couplé à la protéine Gαi, principalement exprimé dans les 

plaquettes, mais on le trouve aussi dans les CML, les cellules dendritiques et certains 

leucocytes [213,227,236–238]. Son expression est estimée entre 450 et 1 000 copies par 

plaquette [239]. La liaison de l'ADP au P2Y12 entraîne l'inhibition de l'adénylcyclase associée à 

la Gαi, ce qui conduit à la réduction de l'AMPc, induisant une augmentation du Ca2+ 

intracellulaire et menant in fine à l’extension des filopodes et à l’agrégation plaquettaire 

[213,227,240,241]. La liaison de l’ADP à P2Y12 entraîne une signalisation qui active PI3K, puis 

Akt et Rap1b, ce qui mène à l'activation de l'αIIbβ3 et à l'agrégation plaquettaire [242–244]. 

Le P2Y12 participe également à la fonction procoagulante des plaquettes en augmentant 

l'exposition de la phosphatidylsérine à la surface des plaquettes [213,230].  

L'absence de P2Y12 chez l'Homme se traduit par un syndrome hémorragique modeste 

[245–247]. Ceci est confirmé chez des souris déficientes en P2Y12 qui montrent une 
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augmentation du temps de saignement [227,247–249]. Par ailleurs, la délétion ou l'inhibition 

de P2Y12 chez les souris conduit à une réduction de la formation et de la stabilité du thrombus 

dans des modèles de thrombose expérimentale [227,247–249]. Le récepteur P2Y12 est la cible 

de différents médicaments antithrombotiques, ce qui indique son importance en thrombose 

artérielle. On retrouve deux classes de médicaments : les thiénopyridines, qui sont des 

antagonistes irréversibles de P2Y12 (clopidogrel, prasugrel), et les antagonistes réversibles 

comme le ticagrelor et le cangrelor. [213,239,248].  

 

3.2.2.3. Le récepteur TP  

Le récepteur du thromboxane A2 est un récepteur couplé aux protéines Gαq et 

Gα12/13, principalement exprimé sur les plaquettes, à hauteur de 1 000 à 2 000 copies par 

plaquette, mais on le retrouve également sur les CE, les CML, les monocytes et les 

macrophages [213,228,250–252]. Le ligand de ce récepteur est le TxA2 dont l'action est 

restreinte au niveau local en raison de sa courte demi-vie (environ 30 secondes) 

[239,253,254]. L’activation plaquettaire permet la synthèse d’acide arachidonique, qui est 

ensuite métabolisé en PGH2 instable par la COX-1, puis en TxA2 par la TxA2 synthase. Le TxA2 

est ensuite libéré par la plaquette [226,252,255]. La liaison du TxA2 à son récepteur entraîne 

l'interaction de la sous-unité Gαq avec la PLCβ, ce qui mène à la génération d'IP3 et la 

mobilisation des réserves de Ca2+ intracellulaires [252]. En parallèle, TP entraîne une 

signalisation via la sous-unité Gα12/13 qui active la voie de la protéine kinase associée à Rho 

conduisant à la phosphorylation de la chaîne légère de la myosine, permettant le changement 

de forme des plaquettes [256,257]. La signalisation du récepteur TP induit donc un 

changement de forme des plaquettes, puis la sécrétion du contenu des granules et enfin 

l'agrégation plaquettaire [256,257]. 

Chez l'Homme, les défauts génétiques de TP entraînent des hémorragies mineures, ce 

qui souligne le rôle modéré de ce récepteur dans l’hémostase [258–260]. De plus, le récepteur 

TP joue un rôle important dans la thrombose artérielle, car sa délétion ou son inhibition chez 

la souris diminue la formation d’un thrombus après une lésion vasculaire localisée de plaque 

d’athérosclérose [252,261]. L’utilisation de l’aspirine en clinique, un médicament antiagrégant 

plaquettaire ciblant la COX-1 et inhibant la voie TxA2 – TP, confirme l’importance du récepteur 

TP dans la thrombose artérielle [251,252,262]. 
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3.2.2.4. Les récepteurs PAR 

Les récepteurs PAR (Proteinase Activated Receptors) sont activés par la thrombine. Ils 

sont couplés à Gαq, Gα12/13 et Gαi, et majoritairement exprimés dans les plaquettes, mais 

on en trouve également dans les CE, les CML, les monocytes et les astrocytes [213,263–265]. 

Les plaquettes humaines expriment PAR1 et PAR4 à environ 1 000 à 2 000 copies par plaquette 

tandis que les souris expriment PAR3 et PAR4 à raison de 4 000 à 5 000 copies [213,227,228, 

266]. La thrombine clive l'extrémité N-terminale extracellulaire du récepteur entre les résidus 

Arg41 et Ser42 afin d'exposer une nouvelle extrémité N-terminale qui peut alors se lier et 

activer les récepteurs PAR [213,267]. PAR1, tout comme PAR3 chez la souris, possède une 

séquence de type hirudine proche du site de clivage de la thrombine. Cette séquence facilite 

la liaison à la thrombine, mais n'est pas présente sur PAR4 [213,226,267]. Après l’activation 

des PAR, une signalisation est initiée via Gαq qui active la PLCβ conduisant à la mobilisation 

des réserves intracellulaires de Ca2+, tandis que l'activation régie par Gα12 de la voie de la 

protéine kinase associée à Rho entraîne la phosphorylation de la chaîne légère de la myosine 

et le remodelage de l'actine [213,256,268,269]. La signalisation régie par la sous-unité Gαi 

conduit à l'inhibition de l'adénylcyclase, induisant la réduction de l'AMPc, de la même manière 

que pour le récepteur P2Y12 [263,268,270]. Par ailleurs, PAR1 peut être activé par une faible 

concentration de thrombine (1 nM), tandis que PAR4 est activé par des concentrations plus 

élevées (50 nM) [226,271]. Les voies de signalisation de ces deux récepteurs se complètent : 

le signal de PAR1 est rapide, mais s'éteint rapidement, tandis que celui de PAR4 est lent à se 

mettre en place, mais prolongé [263,264]. La signalisation PAR entraîne un changement de 

forme des plaquettes, la libération de TxA2, la sécrétion de granules, l'activation des intégrines 

et l'agrégation plaquettaire [263,272,273]. Ces récepteurs sont également impliqués dans 

l'activité procoagulante des plaquettes qui mène à l’exposition de phosphatidylsérine à la 

surface de ces dernières [273]. 

Des données in vivo indiquent que la déplétion de PAR3 ou PAR4 chez la souris 

n’entraîne pas de formation de thrombus après une thrombose expérimentale [268,274–277]. 

Par ailleurs, les souris déficientes en récepteurs PAR4 ont un temps de saignement prolongé, 

contrairement à celles déficientes en PAR3 [267,272,274,278]. L’utilisation du vorapaxar, un 

inhibiteur du PAR1 recommandé dans la prévention des évènements ischémiques, confirme 

que PAR1 joue un rôle important dans la thrombose artérielle [213,279]. Ce médicament ne 
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prolonge pas le temps de saignement chez les patients, ce qui indique que le ciblage de PAR1 

est sûr [267,279]. 

 

B. La coagulation  

La coagulation consiste en une cascade de réactions enzymatiques aboutissant à la 

génération de thrombine. Cette dernière clive les peptides N-terminaux des chaînes α et β du 

fibrinogène [84]. Ceci permet la transformation du fibrinogène plasmatique soluble en fibrine 

pour former un réseau insoluble qui consolide l'agrégat plaquettaire [12,106,280]. Deux voies 

de coagulation coexistent : la voie extrinsèque et la voie intrinsèque, conduisant toutes deux 

à la génération du facteur X. L’activation de ce facteur (FXa) marque le début de la voie 

commune, menant à la génération de thrombine [106,280] (Figure 11). 

 
Figure 11 : Représentation schématique de la cascade de coagulation 

 

L’activateur principal de la voie extrinsèque est le FT, une glycoprotéine 

transmembranaire procoagulante, aussi appelée facteur III [12,106]. Il contient trois 

domaines : un domaine extracellulaire composé de deux domaines fibronectine-like, un 

domaine transmembranaire qui ancre le FT à la membrane et un domaine cytoplasmique qui 
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est impliqué dans la transduction du signal [281,282]. Le FT n’est pas présent dans le sang en 

condition physiologique. Cependant, après une lésion vasculaire, il est exposé par les cellules 

du tissu sous-endothélial dont les CML, les fibroblastes, les cellules périvasculaires et 

endothéliales [106,282–284]. Le FT permet la liaison du facteur VII et conduit à son activation 

(FVIIa). Le complexe FT-FVIIa permet alors la liaison des facteurs de coagulation plasmatiques, 

à savoir les facteurs IX et X [280–282]. Cette voie est explorée in vitro par le temps de Quick 

[23]. 

La voie intrinsèque est initiée par le contact du facteur Hageman, appelé aussi facteur 

XII (FXII), avec une surface chargée négativement, entraînant son activation (FXIIa) [280,285]. 

Ces surfaces chargées négativement sont retrouvées in vitro et donc artificielles, comme le 

verre, le kaolin, le sulfate dextran ou la silice, mais ce phénomène a également été décrit in 

vivo, avec le collagène, les lipopolysaccharides (LPS), les acides nucléiques ou encore les 

phospholipides [12,285,286]. Par ailleurs, il a été montré que la phosphatidylsérine peut servir 

d'activateur de la phase contact in vivo [285,287]. Le FXIIa transforme la prékallikréine en 

kallikréine, une protéase qui active le FXII bien plus efficacement qu'une surface chargée 

négativement [280,287]. Le FXIIa conduit à l'activation des facteurs XI puis IX [12,106,280]. Le 

facteur IX agit alors avec son cofacteur VIII pour former un complexe et cliver le facteur X en 

facteur Xa [106,288]. Il est à noter que le FXII ne joue pas de rôle physiologique puisque son 

déficit n’est associé à aucun risque de saignement [23]. Cette voie est explorée in vitro par le 

temps de céphaline activée [23]. 

Le FXa produit par les voies extrinsèque et intrinsèque clive la prothrombine (FII) pour 

générer de la thrombine (FIIa) [289]. Bien que de nombreuses variables influencent la 

structure d’un thrombus riche en fibrine, la concentration de thrombine est la variable la plus 

importante [290]. Au début du processus, seules de très petites quantités de thrombine (< 1 

nM) sont générées, mais elles sont suffisantes pour activer les facteurs V et VIII [290]. Le 

facteur Va se lie au facteur Xa et à la prothrombine pour former le complexe prothrombinase 

qui accélère la réaction de formation de thrombine [287,289–291]. Suite à cette réaction, la 

thrombine est générée à une concentration importante (> 100 nM) [289,290]. La thrombine 

catalyse la conversion du fibrinogène en filaments de fibrine et active également le facteur 

XIII, un facteur stabilisant de la fibrine qui renforce ses polymères, amenant la formation d'un 

caillot de fibrine qui stabilise les agrégats plaquettaires [12,287,290]. 
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C. La fibrinolyse  

La fibrinolyse est le processus physiologique conduisant à la dissolution du caillot 

fibrino-plaquettaire par lyse de la fibrine par la plasmine [12,23,105,292]. La fibrinolyse 

permet de rétablir une circulation sanguine normale après réparation du vaisseau et limite le 

risque de thrombose.  

La fibrinolyse est initiée par l’interaction entre le plasminogène, l’activateur tissulaire 

du plasminogène (tPA) et l'urokinase (uPA) et la fibrine. Le plasminogène est une protéine de 

92 kDa produite par les hépatocytes et qui circule dans le sang à une concentration de 180 

µg/mL (2 μM). Le tPA est majoritairement synthétisé et sécrété dans la circulation par 

l'endothélium vasculaire, tout comme l’uPA, mais ce dernier est également exprimé par les 

macrophages [293–296]. Tous deux ont une demi-vie très courte dans la circulation en raison 

de la présence d'inhibiteurs dans le plasma, notamment l'inhibiteur de PAI-1 [294,297]. En se 

fixant sur la fibrine, ils activent la transformation par clivage du plasminogène en plasmine, 

l’enzyme protéolytique majeure de la fibrinolyse [12,23,292,295,297,298]. Cette dernière va 

alors cliver la fibrine et dissoudre le clou hémostatique, libérant des produits de dégradation 

de la fibrine (PDF) et des D-dimères [12,23]. Elle est régulée par un inhibiteur de la plasmine, 

l’α2-antiplasmine (Figure 12).  

 

 

Figure 12 : Représentation schématique de 

la fibrinolyse 

uPA : urokinase ; tPA : activateur tissulaire du 

plasminogène. 

 

Bien que la plasmine dégrade également le fibrinogène, il y a très peu de risques qu’elle 

dégrade le fibrinogène circulant, car le plasminogène et ses activateurs possèdent une très 

haute affinité pour la fibrine, ce qui leur permet de rester localisés à la surface d’un thrombus 

riche en fibrine [12,23].  
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III. Introduction à la rhéologie sanguine 

 

La rhéologie sanguine, ou hémorhéologie, est la science des propriétés physiques de 

l'écoulement du sang dans le système circulatoire. Elle permet notamment de comprendre le 

comportement des différents éléments du sang, tels que les globules rouges (GR), les 

plaquettes et les facteurs de coagulation, dans des conditions physiologiques ou 

pathologiques (en présence d’une sténose, d’un anévrisme, d’un stent) [299,300]. La mise en 

évidence de la corrélation de l’altération de la circulation sanguine et de nombreux facteurs 

de risque de maladies cardiovasculaires (hypertension artérielle, diabète, dyslipidémie) [301] 

a fortement dynamisé les progrès dans ce domaine. Ainsi le développement et la validation 

de modèles mathématiques et numériques capables d’intégrer les diverses conditions 

d’écoulement du sang permettent de prédire les possibles localisations de formation d'un 

thrombus, d'identifier les voies dominantes conduisant à sa croissance et d’analyser sa 

stabilité, ses propriétés mécaniques et son risque d’embolisation [302].  

 

A. Les paramètres hémodynamiques majeurs  

Le sang consiste en une part liquide (le plasma) et une part cellulaire (les plaquettes, 

les GR et les leucocytes). En raison de la présence et de l'interaction des cellules sanguines, le 

sang total se comporte comme un fluide non newtonien, dont la viscosité diminue de manière 

exponentielle avec l'augmentation du débit sanguin (Figure 13). Toutefois, le sang présente 

des propriétés non newtoniennes uniquement dans les régions où la vitesse est faible (taux 

de cisaillement inférieur à 100 s-1), en cas de recirculation locale (exemple : les anévrismes), 

en aval d’une sténose, dans les veines et dans la microcirculation [299,300,303,304]. 

 

 

Figure 13 : Comportement d’un fluide non-

newtonien en fonction du taux de cisaillement 

Adapté de Baskurt & Meiselman, 2003 et Ranganath 

et al, 2020 [300,305]. 
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Dans les artères, où la vitesse du flux est plus rapide (taux de cisaillement supérieur à 

100 s-1 [306]), on peut considérer le sang comme un fluide newtonien, incompressible avec 

une viscosité constante. En considérant les vaisseaux sanguins comme des conduits 

cylindriques, l’écoulement du sang au travers des artères peut être assimilé à un écoulement 

de Poiseuille. Cela signifie que le sang possède un profil de vitesse parabolique, avec une 

vitesse maximale au centre du vaisseau et une réduction de cette dernière à l’approche de la 

paroi du vaisseau, où elle devient théoriquement nulle (Figure 14). Ainsi, l’écoulement du sang 

est modélisé sous forme de strates de fluide glissant les unes sur les autres, appelé 

écoulement laminaire [299,300,303,304,307,308].  

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Schématisation du profil de vitesse du sang suivant une loi de Poiseuille 

Vmax : vitesse maximale au centre du vaisseau ; V0 : vitesse minimale à la paroi ; WSR : taux de 

cisaillement à la paroi. Adapté de Kroll & Hellums, 1996 [308]. 

 

Pour caractériser un écoulement laminaire, les deux paramètres clés sont le taux de 

cisaillement (Shear Rate : SR) et la contrainte de cisaillement (Shear Stress : SS) [303,307,309]. 

Le taux de cisaillement (s-1) caractérise la vitesse relative entre deux strates de fluide, tandis 

que le taux de cisaillement à la paroi (Wall Shear Rate : WSR) est le gradient de vitesse entre 

la couche de fluide la plus proche de la paroi et la paroi. Le WSR [γ̇] est proportionnel au débit 

[Q] et inversement proportionnel au rayon [r] du conduit  (équation 1). Il est donc maximal à 

la paroi et minimal au centre de la lumière. 

γ̇ =
4𝑄

𝜋𝑟3
 

(équation 1) 
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(équation 2) 

La contrainte de cisaillement (dynes/cm²) représente quant à elle la force tangente 

entre deux strates de fluide ou entre la couche de fluide la plus proche de la paroi et la paroi 

pour la contrainte de cisaillement à la paroi (Wall Shear Stress : WSS). Le WSS [τ] est 

dépendant du WSR [γ]̇  et de la viscosité du fluide [η], qui représente la résistance d’un fluide 

à l’écoulement (équation 2) : 

τ =  γ̇ ∙ η 

 

B. Rôle du flux sanguin dans la régulation de l’hémostase 

Les GR constituent la partie dominante de la masse cellulaire du sang. Par leur forme 

et leur déformabilité, ils subissent des forces de portance qui vont les éloigner de la paroi. Ils 

sont donc généralement localisés au centre de la circulation sanguine et poussent les autres 

cellules vers les parois, un processus appelé margination, créant une couche de plaquettes et 

de leucocytes près de la paroi du vaisseau, ce qui est important pour leurs fonctions [309,310]. 

Le flux sanguin régule toutes les étapes de la formation d’un thrombus dont 

l’adhérence, l’activation et l’agrégation des plaquettes à la suite d’une lésion vasculaire. En 

effet, en conditions de flux faibles (< 1000 s-1), tous les récepteurs permettant l’adhérence des 

plaquettes (α2β1, α5β1, α6β1, GPIb-IX-V) suffisent pour l’étape initiale d’attachement des 

plaquettes en interagissant avec la matrice sous-endothéliale [304,311,312]. Lors de flux plus 

élevés, l’interaction FW – GPIbα est essentielle. Ceci est rendu possible par les contraintes de 

cisaillement élevées qui déplient les fibres de FW immobilisées au site de lésion vasculaire, lui 

permettant d’exposer notamment son domaine A1 et d’interagir avec la sous-unité GPIbα des 

plaquettes. Une fois les plaquettes adhérées, les forces hémodynamiques peuvent stimuler 

les mécanosenseurs, comme la GPIbα qui va induire une signalisation intracellulaire [313,314].  

Le flux sanguin a également un effet de dilution des agonistes solubles plaquettaires, 

ce qui va limiter l’activation locale et éviter une occlusion vasculaire qui ne serait pas 

souhaitable [311,312,315]. Enfin, une fois l'agrégat formé, les forces de cisaillement tendent 

à rompre les liaisons récepteur/ligand et récepteur/récepteur, favorisant ainsi l'instabilité du 

thrombus et sa désagrégation. 
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C. Modification de l’écoulement sanguin dans une sténose et impact sur 

la thrombose 

La présence d'une sténose, d’une plaque d’athérosclérose ou d’un thrombus implique 

des perturbations importantes de l’écoulement sanguin, appelé l’effet Venturi. On retrouve 

une décélération du flux dans la région pré-sténotique, suivie d’une accélération dans cette 

même région, menant à des vitesses et des taux de cisaillements extrêmes dans la gorge de la 

sténose (WSR jusque 40 000 s-1 et WSS à plus de 1 500 dynes/cm²). La fin de la zone pré-

sténotique, et la gorge de la sténose, génèrent respectivement une accélération des flux et 

des taux de cisaillement extrêmes qui facilitent le dépliement du FW en solution, exposant 

son domaine A1 et favorisant l'agrégation plaquettaire en suspension (Figure 15) 

[304,307,315–319]. 

 

 

Figure 15 : Schématisation de l’écoulement des flux en présence d’une sténose 

D’après Nesbitt et al, 2006 [307]. 

 

Dans la zone post-sténotique, la diminution de la vitesse mène à une perturbation des 

flux, avec des zones de recirculation, de stase, voire de flux inversés qui sont thrombogènes. 

En effet, ces perturbations permettent notamment aux cellules endothéliales d’exprimer plus 

de FT et ainsi de faciliter la génération de thrombine et le recrutement de plaquettes au site 

de thrombose. De même, ces perturbations exposent les plaquettes à un environnement 

rhéologique complexe et changeant. Des preuves expérimentales ont démontré que le degré 

de perturbation du flux est en corrélation directe avec l'ampleur de l'agrégation plaquettaire, 

car il favorise notamment l’accumulation de leurs agonistes solubles dans la zone post-

sténotique. Enfin, les agonistes plaquettaires s'accumulent dans ces régions de flux perturbés, 

renforçant ainsi l'accumulation et l'activation plaquettaires en aval du site de la lésion 

vasculaire [307,315]. 
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D. Modification de l’écoulement sanguin lors de l’implantation d’un 

dispositif endovasculaire 

 L’implantation d’un stent dans un vaisseau sténosé permet de rouvrir ce dernier. 

Toutefois, la présence du matériel va modifier l’environnement rhéologique, et affecter le 

comportement physiologique des cellules endothéliales, ce qui peut entraîner des 

complications (voir chapitres IV à VI) [320]. 

Il a été montré par une approche numérique que l’implantation d’un stent dans un 

vaisseau conduit à une perturbation légère des lignes de courant à proximité des stents. Les 

mailles d’un stent perturbent différemment le flux selon son positionnement [320]. Une zone 

de stagnation des particules se forme plus facilement dans la partie proximale du stent parce 

que la vitesse des GR est quasi nulle et que le temps de résidence (durée moyenne pendant 

laquelle les particules se trouvent dans la zone) de ces derniers est long [316,320]. Un temps 

de résidence élevé facilite également l’adhérence et l’activation des plaquettes, ce qui semble 

se confirmer par le fait que des agrégats se forment entre les mailles du stent où la contrainte 

de cisaillement est très faible. Par ailleurs, ce phénomène faciliterait  le dépôt de diverses 

molécules (facteurs de coagulation, cellules inflammatoires), affectant la croissance des 

cellules endothéliales et musculaires et fournissant un environnement favorable à la 

resténose et à la formation de néo-plaques d'athérosclérose  [316,320,321]. 
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IV. La thrombose artérielle  

 

La thrombose artérielle est définie comme la formation d’une masse organisée de 

cellules sanguines, appelée thrombus, pouvant obstruer une artère dans un contexte 

pathologique. Il s’agit de la complication ultime d’une pathologie vasculaire chronique 

appelée athérosclérose, de laquelle résulte la formation de plaques athéromateuses [322]. 

Lorsque la plaque croît dans la lumière du vaisseau, elle modifie la géométrie de l’artère en 

formant une sténose qui a un impact majeur sur l’hémodynamique locale en générant des flux 

thrombogènes [307]. La rupture d’une plaque expose au flux sanguin ses composants 

hautement thrombogènes, tels que le collagène fibrillaire et le FT, entraînant la formation 

d’un thrombus qui peut devenir occlusif et déclencher des pathologies ischémiques graves 

[323,324]. L’ischémie réduit l’apport en oxygène des cellules environnantes, menant à la mort 

cellulaire et à diverses pathologies selon l’artère touchée : i) un IM lorsque la thrombose 

touche les artères coronaires, ii) un AVC ischémique lorsqu’un embole se détache du 

thrombus au niveau de la carotide et obstrue une artère cérébrale, ou iii) une AOMI lorsque 

les artères fémorales ou poplitées sont concernées [325]. 

 

A. L’athérogénèse 

L'athérosclérose est la cause principale de la thrombose artérielle. Il s’agit d’une 

pathologie inflammatoire vasculaire chronique qui entraîne un rétrécissement de la lumière 

de l'artère par accumulation d'une plaque dans la paroi des artères de moyenne et grande 

taille [326–329]. Ces plaques sont initiées dans les artères où la présence de courbures et 

bifurcation perturbe le flux sanguin, qui s'écarte alors d'un schéma unidirectionnel laminaire 

[307,323,328]. Chez l’Homme, cela concerne généralement à savoir l'aorte, les artères 

coronaires, carotides et cérébrales [10,307,328–330]. Il a été noté des différences dans la 

localisation de formation de plaque selon les populations. En effet, les populations 

caucasiennes sont plus à même de faire des plaques au niveau de la carotide tandis que les 

populations asiatiques en développent au niveau intracérébral. Cependant, cette différence 

n’a pour le moment pas été expliquée. 
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L'athérosclérose est un processus silencieux qui se développe sur de nombreuses 

années et est initié par des taux plasmatiques élevés de LDL [329–332]. Ces dernières 

s’accumulent progressivement dans l'intima des parois artérielles par endocytose, où elles 

s'oxydent [329,332,333]. Cette oxydation déclenche une réponse inflammatoire qui active les 

cellules endothéliales, permettant le recrutement dans l’intima de cellules immunitaires 

circulantes et de cellules pro-inflammatoires, à savoir les monocytes qui se différencient alors 

en macrophages et les lymphocytes [331,334–336]. Les macrophages vont ensuite phagocyter 

les LDL oxydées et se transformer en cellules spumeuses [329,330,336–338]. Ce phénomène 

est suivi par la migration et la prolifération des CML de la média vers l'intima où elles 

synthétisent des composants de la MEC tels que le collagène et l'élastine formant la chape 

fibreuse qui recouvre et stabilise la plaque, limitant ainsi son risque de rupture [329,331,336]. 

Les cellules spumeuses et les CML au centre de la plaque subissent une apoptose ou une 

nécrose, ce qui entraîne la libération de LDL oxydées et génère une zone riche en cholestérol 

et débris cellulaires, appelée cœur lipidique ou cœur nécrotique de la plaque [326,329–

331,339,340] (Figure 16). À un stade avancé, les cellules immunitaires activées produisent des 

cytokines qui induisent la sécrétion de métalloprotéinases matricielles entraînant la 

dégradation des collagènes et l'amincissement de la chape fibreuse [341]. De plus, la présence 

de calcifications dans le cœur lipidique par la cristallisation de calcium et de phosphate et 

d'une néo-vascularisation influencent la stabilité de la plaque [323,328,330,331]. 
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Figure 16 : Schéma du développement et de la progression d’une plaque athérosclérose  

CML : cellules musculaires lisses ; LT : lymphocyte T. D’après Libby et al, 2011 [329]. 

 

Si la plaque contient une quantité limitée de lipides et est recouverte d'une chape 

fibreuse épaisse, elle est considérée comme une "plaque stable", avec une probabilité de 

rupture faible. Au contraire, si la plaque possède un noyau lipidique recouvert d'une chape 

fibreuse fine, elle est considérée comme "vulnérable", avec une probabilité d'érosion ou de 

rupture élevée, notamment sous l’effet des forces du flux [323,328,330,331,335,342,343]. 

Lorsque la plaque croît dans la lumière du vaisseau, elle modifie la géométrie de 

l’artère en formant une sténose qui a un impact majeur sur l’hémodynamique locale. Une 

plaque évoluée qui entraîne une sténose sévère génère des flux thrombogènes, comme une 

accélération du flux avant l’entrée de la sténose ou une région de recirculation à la sortie de 

la sténose [307,322]. Une plaque évoluée peut être stable pendant une longue période et se 

rompre sous l’effet des forces du flux sanguin et des métalloprotéinases, exposant ainsi à la 

circulation sanguine une surface hautement thrombogène contenant notamment du FT et du 
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collagène, qui initient la thrombose. L’exposition de ces composants thrombogènes, 

notamment du FW et du collagène, vont permettre respectivement l’adhérence puis 

l’activation des plaquettes qui vont alors agréger entre elles par l’interaction Fg-αIIbβ3 [344]. 

De même, l’expression et la libération de TF va permettre d’activer la voie de la coagulation, 

conduisant à la génération de fibrine, consolidant l’agrégat plaquettaire, pouvant mener 

jusqu’à un évènement cardiovasculaire ischémique [344] (Figure 17). 

 

 
Figure 17 : Les mécanismes moléculaires de la thrombose artérielle 

 ADP : adénosine diphosphate ; ATP : adénosine triphosphate ; Fg : fibrinogène ; FN : fibrine ; 

GP : glycoprotéine ; LM : laminines ; TxA2: thromboxane A2. 

 

B. Prévention et traitements de la thrombose artérielle  

La prise en charge de la thrombose artérielle dépend de sa gravité et de l'artère 

touchée. Son traitement consiste généralement en une approche pharmacologique qui peut 

être combinée à une approche endovasculaire ou chirurgicale dans le but de traiter la 

thrombose initiale, de rétablir une circulation normale et d'empêcher la récidive.  
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1. L’approche pharmacologique 

Le traitement médicamenteux basé sur des agents antiplaquettaires représente un 

élément central de la prise en charge de la thrombose artérielle. Ces agents ont permis de 

réduire : i) la mortalité de la thrombose artérielle en phase aiguë, ii) la survenue de la 

thrombose lors d’une angioplastie et iii) la récidive lorsqu’ils sont utilisés en prévention 

secondaire. Ils ciblent aussi bien l'activation plaquettaire par l’inhibition de la COX-1 ou le 

récepteur P2Y12, que l'agrégation plaquettaire en inhibant l'intégrine αIIbβ3 (Figure 18).  

 

Figure 18 : Mécanismes d’action des antiplaquettaires utilisés en clinique et en cours de 

développement 

En rouge : les agents utilisés en clinique ; en bleu : les agents en cours de développement ; en 

vert : les ligands. AA : acide arachidonique ; ADP : adénosine diphosphate ; AINS : agents 

antiinflammatoires non stéroïdiens ; COX : cyclooxygénase ; FW : facteur de Willebrand ; GP : 

glycoprotéine ; PLA2 : phospholipase A2 ; PGH2 : prostaglandine H2 ; PM : phospholipides 

membranaires ; TA : TxA2 synthase ; TP : récepteur TxA2 ; TxA2 : thromboxane A2. 
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1.1. L’aspirine 

L’aspirine, ou acide acétylsalicylique, est le premier agent antiplaquettaire à avoir été 

identifié dans le traitement de la thrombose artérielle et elle reste largement prescrite en 

clinique [345]. Elle inhibe les COX de manière irréversible par acétylation d’un résidu sérine, 

empêchant ainsi la transformation de l’acide arachidonique en prostaglandines. Ceci limite la 

formation de TxA2, un agoniste fort des plaquettes, qui active les récepteurs TP [346–348].  

L’aspirine possédant quatre effets (antalgique, antipyrétique, antiinflammatoire et 

antiplaquettaire), son utilisation peut s’accompagner d’effets indésirables tels que des 

saignements gastro-intestinaux ou des ulcères gastriques [349]. En effet, il existe deux 

isoformes de COX : les plaquettes expriment uniquement la COX-1 tandis que les cellules 

endothéliales vasculaires expriment à la fois la COX-1 et la COX-2 [350]. L’aspirine n’étant pas 

sélective de la COX-1 plaquettaire, elle inhibe également la COX-2 qui synthétise des 

prostaglandines protégeant la muqueuse gastro-intestinale. Pour limiter les effets secondaires 

gastriques, l’aspirine est administrée quotidiennement à dose faible (75 à 100 mg/jour) afin 

d’assurer une inhibition de la COX-1 plaquettaire tout en limitant l’impact sur la COX-2 dans 

le traitement et la prévention secondaire des maladies cardiovasculaires thrombotiques telles 

que l’IM et l’AVC.   

 

1.2. Les antagonistes du récepteur P2Y12 

Une autre classe d’antiplaquettaires très utilisée en clinique est celle des antagonistes 

du récepteur P2Y12, un récepteur à l’ADP qui joue un rôle majeur dans l’amplification de 

l’activation des plaquettes et en hémostase [351]. Deux classes d’antagonistes existent et se 

différencient par leur mécanisme d'action : les thiénopyridines et les inhibiteurs directs du 

récepteur P2Y12. Les thiénopyridines (clopidogrel, prasugrel) sont des prodrogues 

métabolisées par des enzymes hépatiques telles que le cytochrome P450, dont les métabolites 

actifs inhibent de manière irréversible le récepteur P2Y12. Les inhibiteurs directs et réversibles 

du récepteur P2Y12 sont des analogues de l’ADP et comprennent le ticagrelor et le cangrelor 

[345,351]. Il n'existe pas de recommandation concernant la réversion du traitement 

antiplaquettaire. La transfusion de plaquettes est considérée comme inefficace pour inverser 

les effets antiplaquettaires des inhibiteurs de P2Y12 [352]. 
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Ces antiplaquettaires sont utilisés dans la prévention et le traitement des évènements 

thrombotiques tels que le syndrome coronarien aigu, la TS et l’AVC ischémique [353–355]. 

Puisque le récepteur P2Y12 est impliqué dans l’hémostase primaire, son inhibition accroît le 

risque de saignement, qui augmente avec le degré d'inhibition du récepteur. Ceci explique 

que les doses utilisées en clinique ne favorisent qu'une inhibition de 50-60 % de l'agrégation 

plaquettaire induite par l'ADP. Toutefois, en cas d’urgence les praticiens peuvent utiliser des 

doses capables d'inhiber 90% de l'agrégation plaquettaire [223,345,356,357]. 

 

1.3. La bithérapie antiplaquettaire 

Des essais cliniques ont démontré que la combinaison de l’aspirine et d’un antagoniste 

du récepteur P2Y12, appelée bithérapie antiplaquettaire, est plus efficace que les agents 

utilisés seuls et représente, de ce fait, le traitement de référence pour la prévention 

secondaire de la thrombose artérielle et de la thrombose de stent [358–361].  

En effet, l’étude CURE a démontré qu’une bithérapie composée d'aspirine et de 

clopidogrel réduit davantage les évènements cardiovasculaires que l'aspirine seule à un an, 

mais elle s'accompagne cependant d'un risque accru d'hémorragie majeure chez les patients 

souffrant d'un syndrome coronarien aigu [360,362]. De même, l'étude CHARISMA a montré 

que l'association de l'aspirine et du clopidogrel est également plus efficace que l’aspirine ou 

le clopidogrel seul pour réduire le risque d'évènements cardiovasculaires sur vingt-huit mois 

chez des patients à haut risque d’évènement athérothrombotiques [358]. Par ailleurs, l'étude 

TRITON-TIMI a indiqué que l'association prasugrel/aspirine s'est révélée plus efficace que 

l'association clopidogrel/aspirine pour réduire les décès d'origine cardiovasculaire chez des 

patients ayant un syndrome coronarien aigu subissant une PCI programmée. Toutefois, cette 

association s'est également accompagnée d'un taux significativement plus élevé 

d'hémorragies mettant en jeu le pronostic vital des patients [363].  

Il est à noter que, bien que recommandée à la suite d’un syndrome coronarien aigu, la 

bithérapie antiplaquettaire n'est toutefois pas indiquée après un AVC ischémique en raison 

du risque élevé de transformation hémorragique, qui peut être fatale pour le patient [364]. 
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1.4. Les antagonistes de l’intégrine αIIbβ3 

Une troisième classe d’antiplaquettaires utilisés en clinique concerne les inhibiteurs de 

l’intégrine αIIbβ3 [167]. Elle comprend actuellement l’abciximab (ReoPro®), un fragment Fab 

d’un anticorps monoclonal, l’eptifibatide (Integrilin®), un heptapeptide cyclique, et le tirofiban 

(Aggrastat®), un composé de synthèse dérivé de la tyrosine [365–367]. Contrairement à 

l’aspirine et aux antagonistes du récepteur P2Y12, les inhibiteurs de l’intégrine αIIbβ3 

n’empêchent pas l’activation plaquettaire, mais bloquent directement l’agrégation 

plaquettaire en bloquant l’interaction entre l’intégrine et son ligand, le fibrinogène [368]. Ces 

agents thérapeutiques sont administrés par voie intraveineuse dans des situations d'urgence 

comme l’IM ou lors d'interventions coronariennes percutanées [369]. 

Ce sont des agents antiplaquettaires très efficaces, mais comportant également un 

risque hémorragique important, qui est plus élevé que celui des antagonistes des récepteurs 

P2Y12 [370–373]. En conséquence, ils ne sont utilisés qu’en phase aiguë des pathologies 

thrombotiques et ne sont pas recommandés en traitement secondaire. 

 

2. Les nouveaux traitements antiplaquettaires 

Les effets secondaires des agents antiplaquettaires et/ou leur manque d’efficacité ont 

conduit au développement de nouvelles stratégies. Certaines de ces cibles semblent 

prometteuses, telles que la GPIbα, qui joue un rôle clé dans l’adhérence des plaquettes en cas 

de brèche vasculaire, ou encore la GPVI, dont l'inhibition pourrait entraver la thrombose tout 

en préservant l'hémostase, ce qui représente une stratégie antithrombotique sûre (Figure 18). 

 

2.1. Les inhibiteurs de l’axe GPIb/FW 

L'interaction entre le complexe GPIb-IX-V et le FW est une étape clé de l'adhérence des 

plaquettes à la paroi vasculaire et de la croissance du thrombus. Il a été montré dans différents 

modèles expérimentaux de thrombose que le blocage du récepteur GPIb ou de son ligand, le 

FW, empêche la formation du thrombus (voir section II.A.3.1.1.).  

L’importance de cet axe dans la thrombose a mené au développement d’un Fab d’un 

anticorps ciblant le domaine A1 du FW, bloquant ainsi sa liaison avec la GPIbα : le 
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caplacizumab. Il s’est imposé comme une nouvelle stratégie thérapeutique dans la prise en 

charge du purpura thrombotique thrombopénique, car le traitement normalise rapidement la 

numération plaquettaire et réduit le risque de décès et d'évènements thromboemboliques 

liés à la pathologie. Cependant, étudiés en association avec la bithérapie antiplaquettaire chez 

des patients atteints d’un syndrome coronarien aigu et ayant subi une intervention coronaire 

percutanée (PCI), les résultats ont indiqué que son usage entraîne des saignements similaires 

à ceux de la bithérapie associée à l'abciximab [374].  

Un agent ciblant le complexe GPIb-IX-V a également été développé : l'anfibatide. Ce 

dérivé d'un venin de serpent est un antagoniste direct de la GPIbα, qui bloque la liaison du 

FW. Il a été démontré que l'anfibatide inhibe l'adhérence et l’agrégation plaquettaire ainsi que 

la thrombose expérimentale sans provoquer de saignements chez la souris. De plus, il possède 

un effet protecteur lors d’un AVC ischémique et sur les lésions de reperfusion chez la souris 

[375,376]. Une étude clinique de phase Ib/IIa évaluant la sécurité et l'efficacité de l'anfibatide 

chez des patients présentant un IM avant une PCI a montré que ce candidat-médicament est 

sûr pour le patient et permet l’inhibition de l’agrégation plaquettaire sans augmentation du 

risque de saignement ou de diminution de la numération plaquettaire. 

 

2.2. Les inhibiteurs de la GPVI 

Il a été montré chez l’Homme que l’absence de GPVI sur les plaquettes n’a pas d’impact 

majeur sur l’hémostase. En revanche, son ciblage réduit la thrombose expérimentale chez la 

souris (voir section II.A.3.1.2.). Ces éléments impliquent que la GPVI est considérée comme 

une cible antithrombotique plus sûre.   

Un candidat-médicament, le revacept, est une protéine dimérique recombinante 

composée de deux ectodomaines de GPVI fusionnés à la région Fc de l'immunoglobuline 

humaine (IgG1). Il se lie de manière compétitive au collagène et empêche l'activation des 

plaquettes par l’intermédiaire de la GPVI et de l’intégrine α2β1. Dans un essai de phase I, il a 

été démontré que le revacept n'affecte pas le temps de saignement des volontaires sains, tout 

en inhibant l'agrégation induite par le collagène de manière dose-dépendante ex vivo [377]. 

Un essai clinique de phase II, évaluant la sécurité et l'efficacité du revacept lorsqu'il est 

administré en association avec de l'aspirine ou du clopidogrel chez des patients présentant 



 
58 Revue bibliographique – La thrombose artérielle 

une sténose symptomatique de l'artère carotide interne, a démontré qu’il réduisait les risques 

d’évènements cérébrovasculaires récurrents (nouvel AVC, embolisation, nouvelles lésions 

ischémiques) de 54 % par rapport au bras témoin [378]. Un autre essai clinique de phase II 

chez des patients atteints d’une maladie coronarienne subissant une PCI a montré que le 

revacept ne réduit pas les lésions myocardiques aux doses évaluées [379]. Le revacept ne 

semble donc pas être un candidat-médicament efficace pour cette indication.  

Un autre agent ciblant spécifiquement la GPVI, le glenzocimab (anciennement 9O12 et 

ACT017), a été développé par Acticor Biotech. Il s’agit d’un fragment Fab d’un anticorps 

humanisé présentant une spécificité et une affinité élevées pour la GPVI. Son prédécesseur, 

l'anticorps murin 9O12, réduit la thrombose expérimentale chez des souris humanisées pour 

la GPVI [158]. Chez des primates, il a été montré qu'ACT017 inhibe l'agrégation plaquettaire 

induite par le collagène ex vivo sans réduire la numération plaquettaire ou induire d'effets 

secondaires hémorragiques [380]. De même, dans un essai clinique de phase I chez des 

volontaires sains, ACT017 n’a pas montré d’évènements indésirables majeurs, 

d’augmentation du temps de saignement, de modification de la numération et de l’expression 

plaquettaire de la GPVI [381,382]. De plus, l’essai de phase Ib/IIa, ACTIMIS, qui a évalué l’effet 

du glenzocimab en plus du traitement de référence (thrombolyse et/ou thrombectomie) de 

l’AVC ischémique, indique que cet agent est sûr et diminue la fréquence des transformations 

hémorragiques, ce qui permet de réduire de trois fois la mortalité par rapport au bras témoin 

[383–385]. 

 

2.3. Les inhibiteurs des récepteurs PAR 

 Les récepteurs plaquettaires PAR jouent un rôle majeur dans l’activation des 

plaquettes après la liaison de leur ligand, la thrombine. Deux récepteurs PAR sont retrouvés 

sur les plaquettes humaines, PAR1 et PAR4 (voir section II.A.3.2.2.4.).  

Une classe d’agent antithrombotique nouvellement utilisée en clinique est celle ciblant 

le récepteur PAR1, qui est impliqué dans la thrombose artérielle. Le vorapaxar est un 

inhibiteur compétitif réversible et spécifique de PAR1. Il s’agit du premier antagoniste de cette 

classe approuvé par la FDA aux États-Unis et l’EMA en Europe. Il a été mis sur le marché en 

2014 pour la prévention secondaire d’évènements ischémiques en complément du traitement 
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par bithérapie antiplaquettaire [386,387]. Cependant, s’agissant d’un inhibiteur avec une très 

longue durée d’action (inhibition jusqu’à trois semaines après une seule dose), il peut 

interférer avec l'activation des plaquettes par la thrombine en hémostase, augmentant ainsi 

le risque de saignements, limitant donc les catégories de patients pouvant y prétendre 

[352,387,388]. Malgré son autorisation de mise sur le marché, le vorapaxar n’est pas utilisé 

en clinique. Le PZ-128, une pepducine (lipopeptide membranaire qui pénètre les cellules et 

cible le domaine cytoplasmique des récepteurs), est un nouvel inhibiteur de PAR1 en cours de 

développement. Il agit comme un agent antiplaquettaire réversible, avec un mode d’action 

rapide, qui pourrait permettre de prévenir les évènements ischémiques associés à la PCI. 

L’efficacité et la sureté du PZ-128 ont été démontrées dans un essai clinique chez des patients 

souffrant d'une maladie thrombotique (maladie coronarienne, antécédents d’IM, de PCI ou 

de pontage) ou présentant au moins deux facteurs de risque de maladie coronarienne [389]. 

De même, il a été montré que le PZ-128 n’augmentait pas les saignements et diminuait 

légèrement les évènements coronariens majeurs par rapport au groupe placebo chez des 

patients subissant une cathétérisation cardiaque, puis une PCI [390]. 

Des antagonistes du récepteur PAR4 sont également en cours de développement. Le 

BMS-986120 est une petite molécule antagoniste puissante et réversible, spécifique de PAR4, 

qui bloque l'activation plaquettaire par la thrombine. Il a été montré dans une étude 

préclinique utilisant un modèle de thrombose chez le primate, que le BMS-986120 et le 

clopidogrel réduisent la thrombose de manière similaire, mais seul le premier n’impacte pas 

le temps de saignement [391]. Dans une étude de phase I, le BMS-986120 administré à des 

volontaires sains ne provoque pas de saignements spontanés, inhibe l'activation plaquettaire 

induite par PAR4 ex vivo et réduit la croissance du thrombus ex vivo de manière similaire à 

celle de l'aspirine et du clopidogrel [392]. Le BMS-986141, un autre antagoniste de PAR4, plus 

puissant que le BMS-986120, présente un risque de saignement faible dans des études 

précliniques. Ceci a été confirmé dans un essai clinique de phase I qui montre qu’il a été bien 

toléré. Un essai de phase II a été lancé pour déterminer si le BMS-986141 réduisait les AVC 

secondaires chez des patients ayant récemment subi un AVC ou un accident ischémique 

transitoire (AIT) et ayant tous reçu de l'aspirine (NCT02671461), mais l'étude a été 

interrompue prématurément sans explication.  
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3. Les approches endovasculaires et chirurgicales 

En plus de l’approche pharmacologique, les cliniciens utilisent aussi une approche 

endovasculaire ou chirurgicale (Figure 19).  

 

 

Figure 19 : Les principales techniques chirurgicales de revascularisation  

Schématisation (A) d’une angioplastie avec pose de stent, (B) d’une endartériectomie et (C) 

d’un double pontage coronarien. 

 

3.1. L’approche endovasculaire 

L’approche endovasculaire est une angioplastie, ou intervention transluminale 

percutanée, consistant à introduire dans l’artère radiale ou fémorale (selon le vaisseau à 

traiter) un cathéter guidé jusqu’à l’artère obstruée [393,394]. Ce cathéter est muni à son 

extrémité d’un petit ballon dont le gonflement dilate l’artère en écrasant la plaque 

d’athérosclérose. Cette procédure peut s’accompagner de la pose d’un stent (voir chapitre V) 

qui maintient le vaisseau ouvert et permet de rétablir une circulation sanguine normale 

[395,396]. Cette technique, non invasive, a permis une avancée majeure dans le traitement 

des pathologies ischémiques avec une réduction importante de la mortalité et de la morbidité 

grâce à sa capacité à permettre une revascularisation rapide du tissu lésé.  

L’athérectomie est une alternative à l’angioplastie. Un cathéter est alors muni d’un 

outil permettant de retirer la plaque d’athérosclérose de manière non invasive [397]. 

L’athérectomie rotationnelle consiste en l’utilisation d’une fraiseuse tournant à très grande 

vitesse, meulant la plaque en très petites particules capables d’être éliminées sans danger par 
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l’organisme. L’athérectomie directionnelle gonfle un ballon au niveau de la plaque, ce dernier 

possédant une lame qui va découper la plaque et la stocker dans une chambre spéciale. Le 

dégonflage du ballon permet ensuite de retirer la plaque stockée avec le cathéter. Enfin, 

l’athérectomie transluminale utilise des lames rotatives pour découper la plaque et un tube 

fixé au cathéter aspire alors les débris produits. 

L’embolectomie est une approche qui consiste à retirer les emboles à l’aide d’un 

cathéter à ballonnet, par la méthode de Fogarty. Ce dernier est introduit en amont de l’embole 

et poussé au travers jusqu’à atteindre son aval. Le ballonnet est ensuite gonflé et le cathéter 

retiré pour ramener l’embole jusqu’au point d’incision [398,399]. 

 

3.2. L’approche chirurgicale 

 Lorsque la plaque d’athérosclérose est trop importante pour une intervention 

endovasculaire, par exemple en présence d’un rétrécissement de la lumière de l’artère d’au 

moins 70 %, une approche chirurgicale est adoptée. Cette dernière consiste à retirer la plaque 

d’athérosclérose (endartériectomie) ou à contourner le vaisseau lésé (pontage).  

L’endartériectomie consiste à ouvrir la paroi du vaisseau au niveau de la sténose afin 

d’exciser la plaque et de recoudre le vaisseau. Un stent est parfois posé en fin d’intervention 

afin de maintenir l’artère ouverte [400]. Elle est pratiquée sur les artères carotides, fémorales 

et aortiques, mais rarement sur les artères coronaires. 

 Le pontage vasculaire est principalement utilisé pour traiter les sténoses des artères 

coronaires et des jambes. La technique consiste à rediriger le flux sanguin en contournant le 

vaisseau sténosé à l’aide d’un greffon. Ce greffon peut être autologue en provenant d’un 

segment artériel ou veineux du patient, allologue en provenant d’une autre personne ou 

synthétique. Ce greffon est alors relié en amont et en aval de la sténose, suivi ou non de 

l’ablation de la partie sténosée. 
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V. Les stents 

 

A. Définition et évolution du stent 

Un stent est un dispositif endovasculaire, consistant en un fin tube expansible composé 

d’un alliage de métal ou de polymère biocompatibles, utilisé pour maintenir les vaisseaux 

ouverts afin de leur redonner une forme qui rétablit un flux sanguin normal. 

Les stents en métal nu (bare metal stent : BMS) ont été développés et implantés pour 

la première fois en 1986 pour maintenir l’effet de l’angioplastie dans des artères coronaires 

occluses, c’est-à-dire maintenir le vaisseau ouvert après la dilation par un ballonnet [401–

403]. Le déploiement du stent a permis une récupération instantanée du flux dans les artères.  

Si l’angioplastie avec implantation de stent a réduit de manière significative les taux de 

morbidité et de mortalité des maladies cardiovasculaires, elle n’est pas exempte de 

complications, comme la resténose et la thrombose de stent (TS) [404] (Figure 20). La 

resténose est définie comme une hyperplasie néointimale qui obstrue à nouveau l’artère et 

limite l’efficacité des stents à plusieurs mois [402,403]. L’utilisation d’agents antiprolifératifs 

(paclitaxel et sirolimus), maintenus par un polymère sur les stents, a permis de réduire cette 

complication par une élution directe et locale de ces agents dans le vaisseau [402,403,405–

407]. Ainsi, les premiers stents à élution médicamenteuse (DES) ont été approuvés par la FDA 

en 2003 [408]. Bien que leurs résultats soient encourageants, avec une réduction du risque de 

resténose passant de 25,5 % à 8,3 %, les DES ne diminuent pas la thrombose de stent 

[402,403,405–407]. Le développement des DES pour inhiber la resténose a ouvert la voie à 

l’évolution de stents possédant d’autres propriétés (antiinflammatoire, antithrombotique) 

ainsi qu’à de nouveaux polymères (voir section V.B.3.).  

 
Figure 20 : Les principales complications de la pose d’un stent 

Schématisation (A) d’une resténose de stent et (B) d’une thrombose de stent. 
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Une troisième génération de stents a récemment vu le jour : les stents 

biodégradables/biorésorbables. Ils ont pour objectif d’être un support mécanique temporaire 

pour les vaisseaux, en se dégradant au fil du temps, limitant ainsi les complications post-

stenting [409–412]. Cependant, leur dégradation non contrôlée et non uniforme peut 

conduire à une défaillance structurale prématurée [409,411]. De plus, leurs propriétés 

mécaniques sont relativement éloignées du matériau de référence qu’est l’acier inoxydable 

316L [409,411]. En effet, pour obtenir une même force radiale (force perpendiculaire exercée 

par le stent sur la paroi du vaisseau) qui permet de maintenir le vaisseau ouvert, les stents 

biodégradables/biorésorbables présentent des mailles plus épaisses, ce qui peut mener à des 

complications post-stenting [409–412]. Par ailleurs, les propriétés mécaniques évoluent au 

cours de la dégradation du stent et donc la force radiale diminue. Cette dernière est 

particulièrement cruciale pour limiter les perturbations locales du flux qui peuvent générer 

des flux potentiellement thrombogènes. Un stent biorésorbable a été lancé sur le marché 

avant d’être retiré en 2017 au vu du faible volume de ventes et d’un risque plus élevé de 

thrombose, même si ce dernier n’engendrait pas de surmortalité [413,414]. Par ailleurs, un 

essai clinique randomisé BIOADAPTOR RCT a présenté en 2023 des résultats encourageants 

concernant un stent biorésorbable à élution par rapport à un DES classique [415]. 

L’une des complications majeures d’une angioplastie avec pose d’un stent est la 

thrombose de stent (TS), dont l’incidence change en fonction du territoire vasculaire, mais 

dont la gravité est affirmée avec des taux de mortalité oscillant entre 10 et 40 % [416–420]. Il 

a été montré que la TS a deux déterminants majeurs : la nature thrombogène du vaisseau 

malade et la thrombogénicité intrinsèque du stent [404,421–423]. 

 

B. Caractéristiques thrombogènes des stents 

Les deux principaux déterminants de la thrombogénicité intrinsèque des stents utilisés 

en clinique sont le matériau et le design, tous deux ayant un impact sur l’adhérence et 

l’activation des plaquettes et pouvant également activer la voie de la coagulation et entraîner 

une thrombose [404,421,422].  
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1. L’importance du matériau 

De nombreux matériaux ont été utilisés au fil des décennies pour fabriquer les stents, 

dont l’acier inoxydable, le tantale et les alliages de titane ou de cobalt. Il est à présent connu 

que le matériau composant le stent est une cause majeure d’adhérence et d’activation des 

plaquettes, et donc de thrombose. En effet, les surfaces artificielles peuvent adsorber les 

protéines plasmatiques, majoritairement le fibrinogène, et recruter à leur tour les cellules 

sanguines circulantes, principalement les plaquettes, pour déclencher la thrombose 

[421,424,425]. De plus, la surface du stent active la phase contact de la coagulation, 

conduisant à la génération de thrombine, l’agoniste plaquettaire le plus puissant. Elle renforce 

ainsi la croissance du thrombus et transforme le fibrinogène en fibrine insoluble pour stabiliser 

le caillot formé, empêchant ainsi le flux sanguin d’éliminer les plaquettes adhérentes [424]. 

 

L’acier inoxydable 

L’acier inoxydable 316L, le premier matériau utilisé pour la fabrication des stents, a été 

choisi pour sa robustesse mécanique et sa résistance à la corrosion [422,426,427]. Il reste 

néanmoins peu flexible, ce qui peut entraîner une rupture du stent et des complications 

médicales [426]. De plus, l’acier inoxydable présente une radio-opacité basse et une très faible 

biocompatibilité, ce qui induit la formation de thrombi à la surface du métal [422,426–428]. 

En outre, de faibles quantités de nickel, de molybdène et de chrome sont libérées par la 

surface de l’acier inoxydable. Ces dernières peuvent déclencher des réponses immunitaires et 

inflammatoires d’hypersensibilité et d’allergie, libérant des chemokines et cytokines activant 

des plaquettes et des leucocytes susceptibles de renforcer la TS [422,429,430].  

 

Les alliages titane et cobalt 

Des alliages à base de titane et de cobalt ont été développés pour favoriser la 

biocompatibilité des stents. La formation spontanée d’un film d’oxyde sur ces matériaux induit 

l’adsorption naturelle d’albumine passivant la surface et empêchant la fixation de protéines 

plus thrombogènes (FW, fibrinogène) [431,432]. Les alliages à base de cobalt, tels que le 

cobalt-chrome et le platine-chrome, possèdent une résistance élevée à la corrosion et de 
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meilleures propriétés mécaniques que l’acier inoxydable. Ils permettent de fabriquer des 

mailles de stent plus fines, réduisant ainsi le recouvrement de la paroi du vaisseau et 

diminuant le risque de TS [422,426,433]. Cependant, comme dans le cas de l’acier inoxydable, 

des particules de nickel, de molybdène et de chrome peuvent migrer dans le sang avec le 

temps et produire des réactions immunogènes qui entraînent une réponse immunitaire et 

inflammatoire prothrombogène favorisant la TS [427,428,434]. Le nitinol, un alliage de nickel 

et de titane, présente l’avantage d’avoir une bonne mémoire de forme et une force 

d’expansion radiale élevée, ce qui est important pour une expansion optimale du stent [422].  

 

Le tantale 

Un autre métal utilisé pour la fabrication des stents est le tantale, qui possède une 

forte radio-opacité [422,434]. Sa surface s’oxyde après l’implantation et acquiert ainsi un 

niveau intéressant de biocompatibilité [427], contrairement à l’acier inoxydable ou aux 

alliages à base de titane et de cobalt. Cependant, le tantale manque de résistance radiale et 

se fracture facilement, ce qui peut entraîner diverses complications, notamment une TS 

[422,434]. 

 

La surface du matériau 

Outre la nature du matériau, la qualité de surface est également importante. En effet, 

des études ont montré qu’une surface rugueuse est plus sujette à la thrombogénicité 

[404,435,436], c’est pourquoi il est essentiel d’utiliser des traitements de surface pour obtenir 

une surface lisse et exempte de contamination [428]. Divers traitements ont donc été mis au 

point, notamment l’(électro)polissage ou le décapage par ultrasons [428,437]. 

L’électropolissage possède plusieurs avantages qui en font la méthode de traitement de 

surface la plus utilisée. Elle peut être réalisée sur tout type de formes et complexité de surface, 

conduisant à une surface passivée, lisse, exempte de défauts et de contaminants [438]. Elle 

permet également l’élimination des inclusions non métalliques et des irrégularités liées à 

l’initiation de divers types de corrosion [438]. Le processus consiste à plonger le stent dans 

une solution électrolytique dans laquelle un courant électrique est appliqué [438,439]. Pour 

éviter l’oxydation et la détérioration du stent, une passivation de surface est réalisée après 
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électropolissage, suivie d’une désinfection avec de l’alcool isopropylique pour éviter la 

contamination microbienne à la surface du stent avant le séchage [440]. Il a été constaté dans 

des modèles animaux, chez le rat et chez le porc, que l’électropolissage des stents diminue la 

formation précoce de thrombi et réduit la resténose par rapport aux stents non polis [439]. Il 

existe également le polissage mécanique à l’aide d’un outil abrasif. Cependant, il a été montré 

que, bien que ce dernier rende la surface plus lisse, il n’est pas approprié pour le polissage des 

stents, car la couche d’oxyde à la surface du stent pauvre en titane et riche en nickel rend 

cette surface trop prompte à la corrosion [437].  

En 2006, un brevet a été déposé pour le décapage des stents polymériques par 

ultrasons [441], néanmoins cette technique est peu utilisée. La surface du stent est tout 

d’abord mise en contact avec une première solution comprenant un solvant (exemple : 

acétone, chloroforme, DMSO) capable de dissoudre une partie de la surface du polymère. 

L’épaisseur décapée par les solvants dépend de la concentration de ce dernier, de son 

efficacité, mais aussi du temps d’exposition du stent au solvant. Une seconde solution, 

miscible avec le solvant, est mise en contact avec le stent pour éliminer la majorité du 

traitement de surface. Les dernières impuretés sont retirées par ultrasons. Le stent est alors 

plongé dans un bain d’une solution inerte pour le polymère (exemple : alcool isopropylique, 

eau). L’élimination des impuretés est obtenue en soumettant le bain à une cavitation 

ultrasonique, qui consiste en une formation de vides partiels dans un liquide. Les bains à 

ultrasons standards fonctionnent à une fréquence d’environ 40 kHz. Le nettoyage par 

ultrasons peut être suivi d’un rinçage et d’un séchage du stent à l’air ou au four.  

 

2. L’importance du design 

Le matériau utilisé pour fabriquer les stents n’est pas le seul déterminant important de 

la TS, car le design du stent peut également influencer l’activation des plaquettes adhérant 

aux mailles [428,434]. De nombreux paramètres doivent être pris en compte lors du design 

d’un stent, notamment la forme de la cellule, le nombre d’intersections entre les mailles, 

l’épaisseur des mailles et le nombre de couches (Figure 21).  
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Figure 21 : Les principales caractéristiques thrombogènes des stents 

D’après Gori et al, 2019 [419]. 

 

Les cellules des stents 

Lorsqu’un stent est inséré dans un vaisseau qui change fortement de conformation 

(exemple : les artères fémorales ou poplitées qui peuvent se plier de manière importante), les 

cellules des stents peuvent changer de forme (cellules ouvertes) ou non (cellules fermées). Les 

cellules ouvertes s’élargissent lorsque le stent est plié [434]. Les cellules fermées sont 

associées à un risque plus faible de protrusion de la plaque d’athérosclérose, dont on sait 

qu’elle augmente le risque thromboembolique périprocédural. D’un autre côté, les mailles 

ouvertes présentent une meilleure flexibilité et une meilleure conformabilité dans les courbes 

et les vaisseaux tortueux. Néanmoins, la plupart des études n’ont pas démontré d’avantages 

cliniques significatifs d’un type par rapport à l’autre [442]. 
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Les mailles des stents 

Les stents utilisés en clinique ont des épaisseurs de maille très disparates. Il a été 

démontré qu’il existe un lien très étroit entre l’épaisseur des mailles et la performance du 

stent à maintenir un vaisseau ouvert. Il est donc possible d’améliorer les performances 

immédiates du stent en augmentant l’épaisseur des mailles, ce qui accroît la radio-opacité, la 

résistance radiale et le soutien de la paroi vasculaire [419,422,434]. Cependant, une épaisseur 

de maille excessive, telle qu’on la trouve dans les premiers stents développés, entraîne une 

densité métallique élevée, une moins bonne cicatrisation et, par conséquent, une incidence 

élevée de TS subaiguës [419,422,433,434,443]. Ces stents ont également été montrés pour 

être difficiles à utiliser et entraîner de fréquents échecs de déploiement et une embolisation 

distale du matériel de la plaque thrombotique [422,433,434]. De même que l’épaisseur est 

importante, la largeur des mailles ainsi que leur espacement jouent également un rôle dans 

l’hémodynamique. En effet, plus les mailles sont larges et/ou espacées, plus il y a de 

probabilités de contact entre les éléments sanguins (dont les plaquettes) et le matériau 

thrombogène [404,419]. Par ailleurs, l’espacement entre les mailles a aussi un rôle sur les taux 

de cisaillement à la paroi qui diminuent inversement à l’espacement qui augmente [419]. En 

effet, il a été montré dans des modèles numériques que la distance maximale entre les 

anneaux hélicoïdaux des stents doit être au moins égale à six fois l’épaisseur de la maille pour 

retrouver un flux laminaire dans les zones entre les mailles [444]. Enfin, la largeur des mailles 

est inversement corrélée à la cicatrisation du vaisseau, facteur responsable de TS [419].  

 

La superposition de mailles 

Les stents peuvent être mono ou bicouches. Il a été démontré que les stents bicouches 

réduisent de manière significative l’incidence des AVC périprocéduraux [445]. Cependant, la 

bicouche augmente la masse du corps étranger, la séparation du flux, la stagnation et 

l’adhérence cellulaire. Cela favorise le dépôt de plaquettes et l’activation de la coagulation 

favorisant la TS [421]. En accord avec cette hypothèse, plusieurs études rapportent un taux 

plus élevé de TS dans les stents bicouches par rapport aux stents monocouches, allant de 9 % 

à plus de 50 % [446–448]. 
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3. L’importance du coating 

La première génération de stents utilisés était des BMS, qui ont démontré leur 

efficacité face à l’angioplastie seule dans deux études cliniques [449,450]. Cependant, la 

complication majeure était la survenue de la resténose. Le développement de la deuxième 

génération de stents, les DES, a réduit les taux de resténose par l’utilisation de coating pour 

permettre une élution médicamenteuse antiproliférative la prévenant. Ainsi, outre le design 

et le matériau, le coating joue également un rôle dans la réduction de la thrombogénicité des 

stents ainsi que de la resténose, que ce soit par leur polymère ou par leur agent passif ou actif. 

Les stents coatés sont une classe particulière de stents, majoritairement retrouvés pour les 

stents coronaires. Les coating peuvent être regroupés en de nombreuses catégories, mais 

nous en retiendrons deux majeures : les coating passifs et les coating actifs [428,451,452].  

Habituellement, les coating passifs servent uniquement de barrière entre le métal et 

la paroi vasculaire d’une part et la circulation sanguine d’autre part, tandis que les coating 

actifs interfèrent directement avec des processus biologiques (thrombose, prolifération 

intimale, inflammation), basés sur l’effet de composés thérapeutiques [451,452]. Les 

polymères, utilisés comme intermédiaires, sont nécessaires pour la plupart des agents, car ces 

derniers n’adhèrent pas correctement à la surface métallique du stent pour assurer une 

libération contrôlée de quantités suffisantes [452].  

 

3.1. Les coating passifs 

Les coating passifs sont divisés en composés inorganiques et organiques, considérés 

comme moins thrombogènes et inflammatoires, et donc potentiellement capables de réduire 

l’hyperplasie intimale, première cause de la resténose [428]. Les coating inorganiques 

comprennent les métaux, les semi-conducteurs, les composés carbone et les céramiques 

[428]. Les matériaux organiques tels que les polymères biostables, biodégradables et certains 

polymères biologiques sont utilisés comme coating de stents ou comme véhicules pour le 

coating de médicaments [428]. L’héparine, un coating biologique, est utilisée à la fois comme 

un coating passif et un coating actif [428]. 
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3.1.1. Les coating inorganiques 

En général, les coating inorganiques présentent un degré élevé d’inertie (donc une 

stabilité chimique), ainsi qu’une bonne stabilité mécanique. Cette stabilité leur permet de 

servir principalement de coating hémocompatible passif et d’inhibiteur de corrosion. Les 

coating inorganiques les plus couramment utilisés pour les stents sont l’or, le carbure de 

silicium, les composés de carbone ou encore l’oxyde de nitrure de titane [428]. 

 

L’or 

L’or est un matériau chimiquement inerte, radio-opaque et anticorrosif qui permet un 

déploiement facile du stent [428]. Bien que ce type de coating ait montré un effet sur 

l’inhibition de la prolifération néointimale chez le cochon, les essais cliniques chez l’Homme 

ont indiqué que la resténose de ces stents était équivalente à celle des BMS, probablement 

parce que l’or déclenche une réponse vasculaire augmentant le risque de resténose par une 

allergie de contact à l’or entraînant une réaction inflammatoire [404,452–455]. En effet, ce 

métal ne forme pas de couche oxyde protectrice. Or, il a été démontré que les matériaux qui 

ne supportent pas l’oxydation présentent une adsorption plus importante (car moins 

biocompatible) des protéines plasmatiques réactives telles que le fibrinogène favorisant 

l’adhérence et l’activation des plaquettes, ce qui peut entraîner une TS [453,456,457]. Ainsi 

l’or n’est plus considéré comme un coating intéressant pour les stents. 

 

Le carbure de silicium 

Le carbure de silicium (SiC) est un semi-conducteur amorphe, riche en hydrogène, qui 

pourrait être moins thrombogène et inflammatoire que les BMS [458]. Des études in vitro sur 

des stents coatés de SiC ont montré une réduction importante de la formation de fibrine et 

de thrombi, ainsi qu’une réduction de l’activation plaquettaire et leucocytaire [459]. 

Cependant, bien que des études chez l’Homme avec des stents coatés de SiC aient montré 

moins de thromboses aiguës que les BMS, elles n’ont pas rapporté d’effet significatif sur 

l’hyperplasie intimale [460–462]. Une nouvelle génération de stents coatés au SiC testée sur 

un petit groupe de patients n’a pas donné de résultats concluants puisqu’elle était associée à 

un risque plus élevé de revascularisations répétées sans avantage en termes de sécurité 

[404,463].   
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Le carbone diamanté 

Le carbone diamanté est un matériau à base de carbone chimiquement inerte qui 

présente une meilleure biocompatibilité [464]. Les stents coatés de carbone diamanté ont 

montré une diminution de l’hyperplasie intimale et de la resténose chez le porc [465]. 

Cependant, les résultats sont mitigés. En effet, deux essais cliniques réalisés chez des patients 

à risque ont montré que ce type de stent peut réduire de manière significative la TS et la 

resténose [466,467], mais ces résultats n’ont pas été confirmés par d’autres études cliniques 

[428,451,452]. Ce coating est donc toujours en cours d’évaluation, notamment en association 

avec d’autres composés (calcium, phosphore).  

 

Le nitrure de titane 

Le nitrure de titane (TiNOX) agit comme une barrière pour les ions métalliques et fait 

preuve d’une grande biocompatibilité. Il a été montré dans une étude sur le porc, que ce type 

de coating de stent a permis de réduire la thrombose dans le stent et la prolifération 

néointimale, ce qui a été confirmé en essais cliniques [468,469]. Une étude comparative en 

2010 a montré avec un recul de cinq ans que les stents en TiNOX présentaient moins 

d’évènements indésirables majeurs, pas de TS et un taux inférieur de recanalisation par 

rapport au groupe témoin de même design, sans TiNOX [470]. Cependant, ils ne présentent 

pas d’avantages par rapport aux DES [471]. D’autres études cliniques sont donc à mener pour 

plus de certitudes sur l’efficacité de ce type de coating. 

 

3.1.2. Les coating organiques 

Les substrats organiques permettent de modifier chimiquement les surfaces des stents 

plus facilement que les substrats inorganiques. Néanmoins, ils sont également plus sujets aux 

altérations et à la dégradation dans l’environnement biologique. Une variété de polymères 

biostables, de polymères biodégradables et de matériaux biologiques sont utilisés comme 

coating organiques passifs pour les stents [428].  
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Les polymères biodégradables 

Les polymères biodégradables possèdent de bonnes propriétés mécaniques et 

biocompatibles. On y trouve notamment le polyéthylène téréphtalate (PETP), le 

polytétrafluoroéthylène (PTFE), le polyester (Dacron), le parylène et le polyuréthane (PU) 

amphiphile. Ces matériaux réduisent la resténose avec plus ou moins de succès [428,472,473]. 

Cependant, plusieurs coating polymères ont été associés à une inflammation et à une 

augmentation de la formation néointimale dans des études animales, augmentant le risque 

de TS tardive [473,474]. Les polymères biodégradables ont également montré une bonne 

stabilité mécanique et une compatibilité sanguine acceptable. Néanmoins, des polymères tels 

que l’acide polyglycolique (PGA), l’acide poly-L-lactique (PLA) et le polycaprolactone (PCL) ont 

entraîné une inflammation importante et une prolifération néointimale accrue dans une 

artère porcine durant sa dégradation [475,476]. Concernant les stents recouverts de poly-bis-

trifluoro-éthoxyphosphazène (PTFEP), ils présentent une bonne biocompatibilité dans un 

modèle porcin jusqu’à six mois, avec une récupération endothéliale complète à cinq jours 

[473,477]. Les polyéthylènes, PU, PGA et PLA ont été évalués en tant que matériaux de coating 

de stent avec de bons résultats et sont déjà utilisés dans d’autres dispositifs médicaux 

(matériau pour des greffes ou de sutures) [478,479]. D’autres coating comme le Dacron, le 

PCL ou le PTFEP nécessitent plus d’études à long terme. 

 

Les polymères biocompatibles durables 

Une variété de polymères biocompatibles tels que la phosphorylcholine (PC), l’acide 

hyaluronique, la fibrine et l’héparine sont utilisés comme coating organiques passifs pour les 

stents. Ces coating cherchent à obtenir une surface qui réduit les réactions tissulaires 

indésirables ou imiter un substrat biologique qui peut faciliter la cicatrisation autour du site 

d’implantation du stent [428]. La PC est un polymère phospholipidique neutre, zwitterionique 

et naturel [434]. C’est un composant majeur de la couche externe de la membrane 

plasmatique des GR. Il a été démontré que les stents coatés de PC entraînent une réduction 

de l’activation plaquettaire et de la formation de thrombi. Ils sont donc non-inflammatoires 

et non-thrombogènes in vitro et in vivo. Cependant, bien que des études cliniques aient 

montré que ce type de coating est à la fois sûr et efficace dans le traitement de la resténose 

et la prévention de la TS, il n’a pas fourni de meilleurs résultats que les BMS [451,480,481] à 
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court terme et n’a pas été évalué à long terme [482]. L’acide hyaluronique est un 

polysaccharide linéaire, glycosaminoglycane non sulfaté, composant de la MEC. Bien que les 

stents coatés d’acide hyaluronique semblent prometteurs, car ils ont permis de réduire la 

thrombose et la resténose chez des modèles de singes et de porcs [460,483], des études 

supplémentaires sur leur efficacité chez l’Homme doivent être menées. La fibrine est une 

protéine insoluble produite lors de la coagulation. Les stents coatés par de la fibrine exogène 

présentent moins d’occlusions des vaisseaux et de réactions immunologiques que les 

polymères PU et PETP [484]. Comparés à des BMS non coatés, les stents coatés à la fibrine 

permettent une meilleure endothélialisation [485]. De plus, ils ne présentent pas de 

resténose, ni de TS à 28 jours dans un modèle porcin [486], mais des études cliniques chez 

l’Homme doivent encore être menées. L’héparine est un polysaccharide linéaire, 

glycosaminoglycane sulfaté, connue pour ses propriétés anticoagulantes. Principalement 

évaluée en tant que coating passif, elle a également été étudiée en tant que coating actif sur 

des DES. Les stents coatés à l’héparine ont présenté des taux réduits de thrombose subaiguë 

et d’hyperplasie intimale par rapport aux BMS dans les études animales [487,488]. 

Néanmoins, les essais cliniques comparant les stents recouverts d’héparine aux stents non 

recouverts n’ont pas montré d’impact significatif sur la TS et la resténose [489–491].  

Bien que ces polymères favorisent la réendothélialisation et présentent moins de 

réactions inflammatoires dans les études animales, les essais chez l’Homme n’ont pas montré 

de différences significatives par rapport aux résultats obtenus avec les BMS. 

 

3.2. Les coating actifs 

L’incapacité à délivrer une concentration suffisante de médicament sur le site de la 

lésion par voie systémique a nécessité le développement d’une nouvelle solution pour 

prévenir la resténose, les DES. Les mailles de ces stents contiennent un coating actif, basé sur 

l’effet de composés thérapeutiques soit chimiquement liés à la surface du stent, soit piégés 

dans un polymère tridimensionnel qui fonctionne tel un réservoir. Ils libèrent un agent bioactif 

localement et à haute concentration dans le sang et dans la paroi artérielle afin de réduire 

considérablement les taux de resténose, sans effets systémiques indésirables. On peut 

distinguer plusieurs types de DES : à visée de cicatrisation, antithrombotiques, 

antiinflammatoires ou antiprolifératifs.  
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La plupart des agents pharmaceutiques libérés par les DES sont mélangés à des 

polymères synthétiques qui agissent comme des vecteurs de médicaments et éluent l’agent 

actif au fil du temps [436]. Malheureusement, nombre de ces DES enrobés de polymères 

induisent des réactions indésirables marquées chez les animaux et les humains, comme des 

réactions inflammatoires [436,472,473]. De plus, ils retardent la réendothélialisation et sont 

considérés comme un facteur important de TS tardive qui peut entraîner un IM et la mort 

[492,493]. Par ailleurs, l’incidence de la TS tardive est signalée comme étant plus élevée avec 

les DES à base de polymères qu’avec les BMS, en particulier après l’arrêt de la bithérapie 

antiplaquettaire [474,494,495].  

 

3.2.1. Les agents antiprolifératifs 

Les plus connus et les plus utilisés des agents antiprolifératifs sont les limus, des 

immunosuppresseurs. Ce sont des molécules possédant des propriétés antibiotiques qui 

interfèrent dans le cycle cellulaire. Le premier d’entre eux, le sirolimus (ou rapamycine), déjà 

utilisé dans les greffes pour éviter les rejets, inhibe la protéine mTOR et bloque le cycle 

cellulaire des CML et des lymphocytes B et T [406,496]. Le paclitaxel, initialement utilisé lors 

de chimiothérapies, inhibe la dépolymérisation des microtubules impliqués dans la mitose, 

pour aboutir à la mort cellulaire des CML en inhibant leur division [472]. Ces deux agents 

impactent également d’autres cellules telles que celles de l’endothélium et induisent une 

expression du FT, un élément-clé de l’initiation de la coagulation et de la formation d’un 

thrombus [497,498]. Ainsi ils jouent probablement un rôle dans la TS tardive retrouvée dans 

les DES. Le zotarolimus, un dérivé du sirolimus, a été mis au point spécialement pour les DES. 

Il garde le même mode d’action que le sirolimus, mais possède une diffusion plus lente [499]. 

L’everolimus est un dérivé synthétique du sirolimus, également utilisé lors de 

transplantations. Il possède également la même activité biologique que son prédécesseur, 

mais il est plus lipophile, ce qui facilite son passage à travers les membranes cellulaires et 

permet une meilleure diffusion dans la paroi vasculaire [434]. Enfin, le tacrolimus, également 

utilisé dans la prévention des rejets de greffe, agit comme inhibiteur de la calcineurine, une 

protéine stimulant des facteurs de transcription. Il limite donc l’activation et le recrutement 

de macrophages et des lymphocytes, ainsi que la prolifération des CML et donc la resténose 

[500].  
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3.2.2. Les agents antithrombotiques et antiinflammatoires 

Plusieurs agents antithrombotiques ont été ou sont en cours d’évaluations cliniques. 

Bien que principalement évaluée en tant que coating passif, l’héparine a également été 

étudiée en tant que coating actif sur un DES. Il n’a cependant été noté aucune différence dans 

la survenue de TS subaigüe, d’évènements indésirables majeurs ou de taux de resténose à six 

mois lors d’un essai clinique [489] et le développement de ce type de coating n’a pas été 

poursuivi. Par ailleurs, les résultats précliniques d’un stent coaté d’hirudine recombinante ou 

d’iloprost, un analogue de la prostaglandine I2, ont été encourageants en montrant une 

réduction de la concentration locale de thrombine ainsi qu’une plus faible resténose [501–

503], mais aucun essai clinique n’a été réalisé.  

D’un autre côté, la réduction de l’inflammation locale post-stenting est souhaitable, du 

fait de son association avec la thrombose et la resténose. La dexaméthasone, un 

corticostéroïde, a conduit à des résultats prometteurs dans des essais cliniques en réduisant 

le taux de resténose chez les patients à plus ou moins long terme [504–506], au contraire du 

batimastat, un inhibiteur de métalloprotéinase antimigratoire [507]. La dexaméthasone ne 

semble toutefois plus être utilisée dans le développement de stents. Un stent coaté à 

l’abciximab, un agent pharmacologique empêchant l’agrégation plaquettaire, mais liant aussi 

Mac-1 (CD11b/CD18) présent sur les macrophages/monocytes [508], a également été évalué 

pour ses effets antiinflammatoires chez le porc. Il n’a cependant pas montré d’amélioration 

sur l’infiltration de cellules inflammatoires et sur l’hyperplasie intimale par rapport à des DES 

au sirolimus ou au paclitaxel [509]. Par ailleurs, diverses études cliniques ont montré que, bien 

que les stents coatés à l’abciximab soient sûrs et entraînent une réduction de la resténose et 

de la TS, il n’y a pas de différence significative avec les BMS témoins [510,511]. L’œstradiol est 

un œstrogène qui réduit les taux de fibrinogène et de PAI-1 augmentant peut-être les 

capacités de fibrinolyse. Il a également des propriétés antiinflammatoires et permet une 

réendothélialisation rapide. Des études cliniques basées sur ce coating ont montré que, bien 

qu’il induise un faible taux de resténose et pas de TS, il ne présente pas de bénéfices 

supérieurs aux BMS, comme déjà montré chez les animaux [512–514]. 
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3.2.3. Les agents cicatriciels 

Les dommages aux CE et à la couche intimale de la paroi des vaisseaux sanguins sont à 

la base de la thrombose et de l’hyperplasie néointimale [472]. L’endothélialisation des 

surfaces des stents vasculaires est une approche biologique alternative dans laquelle des CE 

génétiquement modifiées sont ensemencées sur le stent avant l’implantation pour fournir une 

enveloppe protectrice naturelle qui, à son tour, inhibe la thrombose et l’hyperplasie intimale 

[404,515]. Cependant, des études in vitro ont indiqué un rétrécissement des artères dû à la 

perte immédiate des cellules ensemencées, aux lésions des CE lors de l’expansion du ballonnet 

et à l’incapacité de maintenir l’adhérence des cellules à la paroi vasculaire sous un flux 

pulsatile [516,517]. Par ailleurs, plusieurs tentatives de coating de CE sur des greffons 

médicaux ont été réalisées, mais toutes ont échoué jusqu’à présent [478]. 

Les études se sont alors concentrées sur l’utilisation d’agents bioactifs, tels que 

l’anticorps anti-CD34, une glycoprotéine exprimée par les cellules progénitrices, et les facteurs 

de croissance endothéliaux vasculaires (VEGF) pour améliorer la réendothélialisation. Ces 

agents cicatrisants sont délivrés localement par élution à partir de coating, d’immobilisation 

de surface ou à travers des cathéters à ballon poreux [508,518–525]. Les anti-CD34 assurent 

une réendothélialisation plus précoce à plus ou moins long terme en permettant la capture 

de cellules progénitrices endothéliales CD34 positives circulantes chez le porc et l’Homme 

[526–528], mais le taux de resténose reste élevé dans un essai clinique [527]. D’autres études 

sont donc à mener pour s’assurer de l’efficacité de ce coating. Les VEGF ont été intégrés aux 

stents dès les années 1990 [529]. Cependant, des résultats incohérents concernant la 

réendothélialisation et l’inhibition de la resténose ont été obtenus dans les études animales. 

Ils pourraient être dus aux différentes méthodes de préparation des stents coatés aux VEGF. 

Tandis que certaines études chez le lapin et le porc indiquent que les coating à base de VEGF 

accélèrent la réendothélialisation, d’autres constatent l’opposé et une réduction de la TS 

[530–532]. Les stents coatés aux VEGF sont donc prometteurs pour la régénération 

endothéliale, mais les données cliniques ne sont pas suffisantes pour le moment. 
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C. Modèles pour étudier la thrombogénicité des stents 

Une compréhension approfondie des propriétés thrombogènes des stents est 

essentielle pour développer des stents plus biocompatibles. C’est pourquoi des modèles 

expérimentaux ont été conçus pour étudier les mécanismes par lesquels les stents utilisés en 

clinique favorisent l’adhérence plaquettaire, l’activation de la coagulation et la thrombose. 

Les principaux outils développés au cours des dernières décennies sont décrits ci-dessous 

(Figure 22). 

 

 
Figure 22 : Les principaux outils pour évaluer la thrombogénicité des stents 

(A) La Chandler Loop. (B) La chambre de perfusion annulaire. (C) Le système de perfusion de 

paillasse circulaire. (D) Le système Haemobile. (E) Le modèle de perfusion ex vivo par shunt 

artério-veineux carotide-jugulaire. T : transducteur (T). Adapté de Kern & Mangin, 2023 [533]. 

 



 

 

 

79 Revue bibliographique – Les stents 

1. Le système Chandler Loop 

Le système Chandler Loop (SCL) a été développé par Chandler dans les années 1950s 

[534]. Tout d’abord mis en place pour produire des thrombi artificiels, ce dispositif a été 

adapté pour étudier la thrombogénicité intrinsèque des stents. La première version est 

composée d’une pompe péristaltique et d’un système circulaire fermé constitué de tubes en 

chlorure de polyvinyle (PVC). Ce dernier tourne sur un plan incliné à 23° pour induire la 

circulation de sang total non anticoagulé. L’une des versions les plus fréquemment utilisées 

consiste en une boucle de tubes assurant une circulation sanguine passive par rotation de la 

boucle sur elle-même [535]. Dans d’autres SCL, le sang circule activement par une rotation 

discontinue qui permet de reproduire partiellement un flux pulsatile dans le tube [536,537]. 

Les SCL sont conçus pour insérer un stent coronaire à l’intérieur de la tubulure, qui est ensuite 

maintenue à une température physiologique de 37°C dans un bain-marie ou un incubateur. 

De nombreux autres ajustements sont possibles, notamment l’utilisation de matériaux 

différents pour les tubulures, tels que le silicone, le Tygon ou le PVC, enduits ou non 

d’héparine. Les tubes peuvent avoir des diamètres variables (3-7 mm), ce qui permet de tester 

différents types de stents. Le SCL est compatible avec l’utilisation de sang total ou de plasma 

riche en plaquettes (PRP) et de produits sanguins de différentes espèces (humaine, porcine) 

anticoagulés avec du citrate de sodium ou de l’héparine [535–541]. Un avantage du SCL est 

qu’il permet de combiner plusieurs boucles et donc d’évaluer plusieurs conditions 

simultanément [537]. Un autre avantage de l’une des versions modifiées réside dans le fait 

que le sang circule passivement par rotation de la boucle elle-même, ce qui évite l’effet 

traumatisant d’un système de pompage actif [536,540,541]. Une limite des SCL, du moins tels 

qu’ils sont classiquement utilisés, est qu’ils ne permettent pas l’insertion d’une chambre 

reproduisant la géométrie des vaisseaux humains et donc l’utilisation de conditions 

physiopathologiques rencontrées chez les patients lorsqu’ils sont stentés (rétrécissement du 

vaisseau, présence d’une plaque d’athérosclérose, taux de cisaillement à la paroi). En outre, 

le remplissage partiel de la boucle crée une interface air/sang importante qui peut entraîner 

la dénaturation des protéines et l’activation des cellules sanguines, et donc induire des 

artefacts majeurs. 

Le SCL a surtout été utilisé pour étudier l’impact du traitement de surface et du coating 

sur la thrombogénicité intrinsèque des stents. Il a permis de montrer que les modifications 
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mécaniques et chimiques de la surface du stent peuvent réduire sa thrombogénicité 

[535,540]. En effet, les stents (électro)polis présentent une nette réduction de la formation 

de thrombi par rapport à des stents identiques, mais non (électro)polis [535,540]. Ce modèle 

a également démontré que le coating peut jouer un rôle important dans la diminution de la 

thrombogénicité du stent [535–539]. Le SCL a également montré que les DES, notamment 

ceux recouverts d’agents antiprolifératifs tels que le sirolimus, ne favorisent pas la thrombose 

par rapport aux BMS [541]. 

 

2. La chambre de perfusion annulaire 

La chambre de perfusion annulaire (CPA) a été mise au point par Sakariassen et al. dans 

les années 1980s pour étudier l’interaction des plaquettes avec des CE humaines cultivées 

dans des conditions de taux de cisaillement définis [542]. Le modèle original est un système 

ouvert composé d’un tube en élastomère de silicone de 3 mm de diamètre relié à une chambre 

en polyméthacrylate de méthyle dans laquelle circule à des débits compris entre 50 et 150 

mL/min du sang humain reconstitué et anticoagulé par du citrate. Ce modèle a ensuite été 

adapté par Zafar et al. pour étudier la thrombogénicité intrinsèque des stents [425]. Le 

système a été modifié pour devenir une boucle fermée contenant une pompe péristaltique, 

où le stent est placé sur une tige interne. Le système est maintenu à 37°C en immergeant le 

réservoir de sang dans un bain-marie. La conception cylindrique de la chambre de Zafar a pour 

avantage qu’elle permet de tester les stents dans un flux sanguin laminaire. Cependant, le 

modèle présente des limites, notamment parce qu’il ne reproduit pas la géométrie des artères 

coronaires, faisant que l’implantation du stent et la rhéologie locale diffèrent de la situation 

clinique. En outre, une autre limitation majeure réside dans le fait que le sang est en contact 

avec la face externe et non la face interne du stent, alors que chez les patients, c’est la face 

interne qui est exposée au sang et la face externe est en contact avec la paroi de l’artère 

malade.  

 Bien que la CPA n’ait pas été beaucoup utilisée, elle a toutefois permis de démontrer 

que le coating du stent peut réduire sa thrombogénicité. Cela a notamment été décrit dans 

une étude où des DES coatés par électret (matériau chargé négativement) présentent une 

thrombogénicité plus faible que les BMS ou les DES classiques [425]. 
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3. Le système de perfusion circulaire de paillasse 

Le système de perfusion circulaire de paillasse (PCP) a été mis au point par Beythien et 

al. dans les années 1980s pour tester la thrombogénicité des stents coronaires [543]. Le 

modèle PCP original consiste en un système fermé contenant une pompe péristaltique pour 

perfuser du sang ou du plasma à des débits constants à travers un tube en silicone de 4 mm 

de diamètre. Ce système permet d’insérer un stent à l’intérieur du tube et de le maintenir à 

une température physiologique de 37°C par immersion dans un bain-marie. Le modèle PCP a 

subi diverses modifications dans ses versions ultérieures [464,544–549], notamment : i) 

l’utilisation de matériaux variés pour les tubes, comme le silicone ou le PVC, qui présentent 

divers diamètres (3-4 mm) et permettent de tester différents types de stents, ii) l’insertion 

d’une chambre d’écoulement en silicone dédiée reproduisant des géométries de vaisseaux 

complexes telles que la bifurcation, ou iii) l’utilisation de différentes pompes, dont des 

pompes péristaltiques ou pulsatiles, assurant une grande variété de débits allant de 8 mL/min 

à 200 mL/min. Il faut néanmoins noter que les investigateurs n’ont généralement pas pris soin 

d’essayer d’approcher les conditions hémodynamiques physiologiques rencontrées dans les 

artères coronaires (autour de 60 mL/min) [550]. Plusieurs versions dérivées du modèle PCP 

original ont été développées au cours des années, par exemple celle de Gasior et al. qui diffère 

du dispositif décrit ci-dessus par l’insertion d’une chambre mimant la bifurcation de la 

coronaire principale gauche et présentant une forme de Y [551]. Le système PCP est 

compatible avec l’utilisation de sang total ou de PRP provenant de différentes espèces 

(humaine, porcine). Selon les études, les investigateurs ont utilisé divers anticoagulants 

(acide-citrate-dextrose, citrate de sodium, héparine). L’un des principaux avantages du 

modèle PCP est sa simplicité d’utilisation, permettant de combiner deux systèmes et donc de 

tester plusieurs conditions à la fois. Toutefois, les chambres utilisées ne reproduisent pas les 

dimensions ni la géométrie des vaisseaux dans lesquels les stents sont implantés, ignorant 

donc la part de la rhéologie et de la perturbation du flux dans le rôle de la thrombogénicité 

des stents. 

Les modèles PCP ont contribué à améliorer notre compréhension de la 

thrombogénicité intrinsèque des stents utilisés en clinique. Tout d’abord, ils ont mis en 

évidence l’impact de la structure du stent sur sa thrombogénicité. En effet, ces modèles ont 

apporté la preuve que des stents spécialisés avec des géométries spécifiques, notamment 
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ceux adaptés à une bifurcation, réduisent la formation d’un thrombus [551]. En outre, les 

modèles PCP ont contribué à montrer que le design du stent est également un paramètre clé : 

l’épaisseur et/ou le nombre de mailles jouant un rôle important dans la thrombogénicité du 

stent [544,545,548,551]. Ces dispositifs in vitro ont en outre révélé que certains matériaux 

utilisés pour fabriquer les stents sont thrombogènes, notamment le tantale, l’acier inoxydable 

et les alliages platine-chrome [543,548,549]. Ils ont également dévoilé que certains polymères 

utilisés pour coater les stents, en particulier le polyfluorure de vinylidène-co-

hexafluoropropène (PVDF-HFP), présentent un profil pro- plutôt qu’anti-thrombogène [549]. 

D’autre part, les modèles PCP ont fourni des preuves importantes que certains coating 

représentent une option intéressante pour réduire la thrombogénicité des stents. Cela a 

notamment été démontré pour l’albumine, l’héparine ou un coating de carbone diamanté par 

rapport aux BMS [464,546]. Enfin, les dispositifs PCP ont été utilisés pour obtenir des preuves 

que la technique de pose de stent, telle que les méthodes de double kissing crush ou T and 

small protrusion, n’a pas d’impact significatif sur la thrombogénicité du stent dans un modèle 

de bifurcation coronaire [547]. 

 

4. Le système de perfusion Haemobile 

Le système de perfusion Haemobile (SPH) a été développé par Engels et al. au milieu 

des années 2010s [552]. Le système se compose d’un moteur sur lequel un plateau est monté 

pour fixer la boucle de tube PVC de 3 mm de diamètre, à travers laquelle du sang total humain 

hépariné est perfusé. Les stents sont insérés dans le tube et le système maintenu à 37°C dans 

un incubateur. Le sang à l’intérieur de la boucle est d’abord accéléré avant d’être décéléré 

jusqu’à l’arrêt à la position de départ et la répétition de ce processus génère un flux pulsatile 

dans la boucle. L’avantage du SPH est l’utilisation d’un moteur rotatif, qui permet de générer 

des débits pertinents, reproduisant des conditions hémodynamiques similaires à celles 

trouvées dans les artères coronaires [553]. Cependant, le tube utilisé pour former la boucle 

fermée ne permet pas l’insertion d’une chambre d’écoulement, ce qui limite le système aux 

stents droits de géométrie simple et d’un diamètre correspondant au tube. 

Le SPH n’a pas été beaucoup utilisé dans le domaine de l’évaluation des stents. Il a 

néanmoins permis de confirmer la thrombogénicité de différents matériaux de stent et de 



 

 

 

83 Revue bibliographique – Les stents 

montrer que le coating du stent peut jouer un rôle dans la réduction de la thrombogénicité 

intrinsèque du stent [552,554].  

 

5. Le modèle de perfusion ex vivo par shunt artério-veineux carotide-jugulaire 

Outre les modèles classiques in vitro, des systèmes ex vivo ont également été conçus 

pour étudier la thrombogénicité des stents. Ces approches sont basées sur l’utilisation de 

shunts artério-veineux (SAV) dans des modèles animaux et chez l’Homme. Dans la version 

originale, développée pour simplifier la procédure d’hémodialyse continue chez les patients 

souffrant d’insuffisance rénale aiguë, l’artère radiale et une veine de l’avant-bras d’un 

volontaire humain sont reliées par un tube en téflon de 1/8 de pouce (environ 3,2 mm) [555]. 

D’autres versions du modèle de SAV ont été développées pour étudier la thrombogénicité 

intrinsèque des stents chez différentes espèces, notamment le porc, le rat et le chien 

[432,488,556–562]. Le système de SAV permet l’insertion d’un stent dans la tubulure, qui est 

ensuite maintenue à 37°C par immersion dans un bain-marie [556–558,561]. Un transducteur 

ultrasonique est utilisé pour surveiller le flux sanguin et donc la formation de thrombus dans 

le système [556–558,561]. Cette surveillance est particulièrement importante pour arrêter 

l’expérience lorsque le débit devient trop lent. Le modèle expérimental original a subi de 

nombreuses modifications, notamment l’utilisation de divers matériaux pour les tubes, qui 

présentent des diamètres variables (entre 2 et 3 mm) et permettent de tester différents types 

de stents. Un avantage du modèle de SAV est que plusieurs tubes peuvent être connectés en 

parallèle pour tester simultanément diverses conditions. D’autres versions du modèle 

permettent d’insérer une chambre d’écoulement ayant la géométrie de l’artère d’intérêt. De 

plus, l’utilisation d’animaux vivants présente un avantage majeur par rapport aux systèmes in 

vitro, car ils reproduisent mieux les conditions physiologiques avec l’activation de la 

coagulation.  

Les divers modèles de SAV ont joué un rôle important dans l’identification des facteurs 

responsables de la thrombogénicité intrinsèque des stents utilisés en clinique. Ils ont montré 

que la composition du stent joue un rôle important dans la thrombogénicité aiguë des stents 

[432,556–559]. Les modèles de SAV ont aussi contribué à montrer qu’un stent résorbable en 

magnésium est moins thrombogène qu’un stent en acier inoxydable 316L, à géométrie et 
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design équivalents. Ces modèles ont également montré que les stents en acier inoxydable 

coatés d’héparine sont moins thrombogènes que les stents en acier inoxydable nus [488]. De 

même, ils ont prouvé que le traitement de surface des stents affecte leur thrombogénicité, 

car le poids total du caillot formé sur les stents polis est significativement inférieur à celui 

formé sur les stents non polis [560]. Enfin, les systèmes de SAV ont mis en évidence que la 

technique de stenting dans une bifurcation coronaire a un impact sur la thrombogénicité 

intrinsèque des stents. Ainsi, la technique du double kissing crush génère plus de thrombi sur 

les stents au niveau de la bifurcation, alors que la technique du double kissing culotte conduit 

à plus de thrombi sur les stents dans branche principale proximale [561,562]. 
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VI. La thrombose de stent 

 

A. Définition  

La complication la plus fréquente et la plus grave de l’angioplastie avec pose de stent 

est la thrombose de stent (TS), qui présente un taux de décès très élevé [563,564]. Elle consiste 

en la formation d’un thrombus à la surface d’un stent implanté dans un vaisseau malade 

présentant une plaque d’athérosclérose. Les thrombi sur les stents sont principalement 

composés de plaquettes, mais ils contiennent également des GR, des leucocytes et des 

protéines plasmatiques solubles, dont du FW, du fibrinogène et de la fibrine [424]. Ce 

thrombus peut devenir occlusif et bloquer le vaisseau sanguin, conduisant à une nouvelle 

pathologie ischémique grave [404].  

Différentes catégories de TS ont été définies par le consortium de recherche 

académique (ARC) en 2007 selon la chronologie d’apparition de la complication : la TS aiguë 

(dans les 24 heures), la TS subaiguë (dans les 30 jours), la TS tardive (dans l’année) et la TS très 

tardive (plus d’un an après la pose d’un stent). Les TS aiguës et subaiguës sont souvent 

regroupées sous le terme de TS précoce (Table 1).  

 

 

 

 

 

Table 1 : Les différentes catégories de thrombose de stent  

TS : thrombose de stent. 

 

L’ARC catégorise également la TS selon le scénario clinique. Ainsi, en fonction du 

diagnostic, elle peut être classifiée en certaine, probable ou possible. Une TS est dite certaine 

après confirmation à l’angiographie de la présence d’un thrombus, soit directement sur le 
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stent, soit dans les 5 mm en amont ou en aval des extrémités du stent. Une TS probable est 

définie comme tout décès inexpliqué dans les trente jours suivant la pose du stent. Quant à la 

TS possible, elle est proposée lors d’un décès inexpliqué qui survient plus de trente jours après 

la pose du stent [416,565]. 

 

B. Épidémiologie 

 L’incidence de la TS dans les coronaires a été considérablement réduite grâce à l’usage 

d’agents antiplaquettaires, passant de 24 % dans les années 1990 à moins de 1 % aujourd’hui 

[416,566]. Le taux de TS est plus faible pour les interventions percutanées non urgentes (0,3 

à 0,5 %), mais peut atteindre 3,4 % pour les syndromes coronariens aigus [416]. La TS reste 

toutefois particulièrement délétère pour les patients, puisqu’elle présente un taux de 

mortalité oscillant entre 10 et 40 % [416–420] et un taux de récurrence de 15 à 20 % à cinq 

ans [419,567]. 

La majorité des évènements de TS apparaissent dans les premiers jours suivant 

l’implantation du stent [564,568,569]. Le délai d’apparition des TS entre BMS et DES est 

différent, puisque les TS précoces semblent être plus fréquentes pour les BMS et les TS 

tardives plus fréquentes pour les DES [416,418]. Cependant, ces résultats ne font pas 

consensus puisque d’autres articles indiquent qu’il n’y a pas de différence de temps 

d’apparition de la TS entre BMS et DES [423,563]. 

 

C. Étiologie 

De nombreux facteurs peuvent être responsables de la survenue d’une TS. La lésion 

vasculaire, la perturbation endothéliale et le retard de cicatrisation liés aux DES sont des 

causes « classiques » de la TS. Une hypercoagulabilité et un traitement antiplaquettaire 

inadéquat peuvent également en être à l’origine. Enfin, la stase et les turbulences causées par 

un stent sous-dilaté ou mal posé représentent également des facteurs qui promeuvent la TS 

[417–419,563,565,569] (Figure 23). 
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Figure 23 : Les facteurs majeurs responsables de la thrombose de stent 

FT : facteur tissulaire. 

 

1. Les caractéristiques du patient 

Il a été montré que l’ethnicité du patient contribue à la survenue d’une TS. En effet, les 

personnes d’origine afro-américaine sont plus à risque de déclencher une TS tardive [419]. Par 

ailleurs, les comorbidités du patient jouent un rôle important dans l’apparition d’une TS. Le 

patient a ainsi plus de risques de déclencher une TS précoce s’il est atteint d’un diabète, d’une 

insuffisance rénale ou encore d’une maladie coronarienne [416,419,565]. Par ailleurs, il a été 

montré que des prédicteurs de risque pour une TS tardive sont notamment un diabète, une 

insuffisance rénale et une maladie maligne [419,567]. Enfin, l’âge et la réactivité plaquettaire 

ont également été proposés comme facteurs de risque indépendants [419,565,570].  

 

2. La lésion vasculaire 

La lésion en elle-même, qui contient des facteurs fortement thrombogènes, influence 

le risque de développer une TS. De plus, sa complexité (exemple : située dans une bifurcation) 

ou une occlusion quasi totale du vaisseau (exemple : néoathérosclérose) sont des risques 

supplémentaires de déclencher une TS [417,419,423,565,571]. De même, les lésions étendues 
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qui nécessitent plusieurs stents ou qui sont situées dans des petits vaisseaux présentent un 

risque élevé [417,419,569]. C’est également le cas d’une protrusion de la plaque 

d’athérosclérose dans la lumière du vaisseau ou d’une sténose résiduelle [416,423,565,567]. 

 

3. La procédure d’angioplastie avec pose de stent 

La procédure d’angioplastie est un facteur important menant à la TS. Il a été montré 

que de nombreux paramètres procéduraux, tels que l’utilisation de plusieurs stents, une 

malapposition, une fracture ou une sous-expansion du stent augmentent le risque de TS 

[416,423,565,567]. Par ailleurs, l’étude CLI-THRO rapporte que la sous-expansion du stent et 

la dissection de ses bords sont souvent détectées lors d’une TS, alors que c’est moins le cas 

pour une malapposition du stent et la réduction du lumen [572]. La pose d’un stent dans une 

bifurcation est aussi un contributeur important à l’apparition d’une TS [416,565]. De même, 

la superposition des stents, notamment lorsque la lésion est longue ou dans une bifurcation, 

est un risque de développer une TS [417]. Les facteurs procéduraux sont les principaux acteurs 

responsables de la TS précoce, ce qui est constaté par des résultats pathologiques similaires 

entre les différents stents [423,571].  

 

4. Le stent 

Les caractéristiques propres du stent telles que la biocompatibilité des matériaux, la 

géométrie ou encore les polymères employés jouent un rôle important dans la TS. En effet, 

une incidence accrue de TS très tardives après l’implantation des DES de première génération 

a conduit à une modification de l’alliage, de la géométrie, des médicaments et du polymère 

coatés, ces derniers étant responsables d’une hyperinflammation du vaisseau [417,565,567]. 

Il a été montré que cette inflammation provoque l’infiltration d’éosinophiles, remodelant le 

vaisseau et menant à une malapposition secondaire du stent, responsable d’une TS très 

tardive [573]. L’épaisseur des mailles du stent a également un impact sur le développement 

d’une TS, de même que le nombre et l’espacement entre les mailles ainsi que la longueur du 

stent [417,419,567,574]. En effet, Iakovu et al. ont avancé dans une étude prospective sur une 

cohorte de patients que la longueur du stent était un facteur prédictif de TS subaiguë : pour 

chaque augmentation de 1 mm de la longueur, le risque de thrombose était 1,03 fois plus 

élevé [574]. 
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5. Le traitement antithrombotique 

L’arrêt précoce du traitement médicamenteux (voir section VI.D) est probablement le 

risque majeur de développement d’une TS [419,565,567,575]. En effet, la réendothélisation 

du stent étant lente, les plaquettes sont exposées aux mailles du stent et peuvent être 

activées, de ce fait l’inhibition de l’activation des plaquettes est un facteur clé de la prévention 

de la ST précoce [423]. Ainsi, l’interruption de la bithérapie antiplaquettaire est un facteur de 

risque important de cette dernière [423,575,576]. Cependant, il y a également un risque dû à 

une inhibition insuffisante des plaquettes soit par une dose trop faible d’antiplaquettaires, 

soit par une absence de réponse des plaquettes du patient (résistance au clopidogrel) [565].  

 

6. La cicatrisation et la sensibilité du vaisseau 

La survenue d’une TS (très) tardive est souvent associée à une réendothélialisation 

retardée ou incomplète, caractérisée par la présence de zones du stent non couvertes par 

l’endothélium [418,571]. Un BMS met moins de trois mois pour être endothélialisé, tandis 

qu’un DES de première génération met plus de temps [571]. Ce retard de cicatrisation à la 

paroi artérielle suite à l’implantation d’un DES de première génération est probablement 

responsable des taux plus élevés de TS tardive [474,577]. 

 

D. Prévention et traitements  

1. Prévention 

Les antiplaquettaires ont permis de réduire l’incidence de la TS, ce qui est notamment 

démontré chez des patients présentant un syndrome coronarien pour qui l’incidence de TS 

est passée de 24 % à moins de 1 % au cours des dernières décennies [416,566]. Ceci suggère 

que la diminution de l’incidence des TS observée ces dernières décennies serait attribuée à 

une amélioration des thérapies antiplaquettaires plutôt qu’à une réduction de la 

thrombogénicité intrinsèque des stents utilisés en clinique. 

Cependant, leur utilisation est associée à un risque élevé de saignement augmentant 

le risque de mortalité [417,578]. Pour les patients présentant un angor stable, la ligne 

directrice pharmacologique est une bithérapie antiplaquettaire pendant six mois après la PCI. 
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Si les patients présentent un risque élevé d’hémorragie, une bithérapie de plus courte durée 

est envisagée compte tenu du faible risque de TS après un à trois mois. Chez les patients 

souffrant d’un syndrome coronarien aigu, une durée de traitement d’un an est conseillée ; en 

cas de risque hémorragique élevé, une durée plus courte de six mois peut être prescrite 

[423,567]. 

Concernant les patients subissant une angioplastie carotidienne, seule l’aspirine est 

recommandée, afin d’éviter les hémorragies intracrâniennes. Dans cette indication, le taux de 

TS oscille entre 8,8 et 28,2 % selon le traitement pharmacologique administré avant la pose 

du stent, mais également selon la précision de la détection chez le patient [579].  

Concernant la procédure d’angioplastie en elle-même, la pose du stent doit être 

évaluée par imagerie pour déterminer l’apposition et l’expansion du stent et ainsi identifier le 

mécanisme d’apparition de la TS [416,419]. Il est à noter que l’implantation de stents 

supplémentaires doit être évitée si possible, car chaque millimètre de stent tant dans la 

longueur que dans le lumen augmente la probabilité de TS [574].   

Il est toutefois à préciser qu’un effort important est fait pour optimiser la 

biocompatibilité des stents et réduire leur potentiel thrombogène. Parmi les améliorations, 

on peut citer : i) une nouvelle conception du design des stents, ii) la réduction de l’interface 

stent/sang ou iii) le coating des stents avec des agents pharmacologiques [422,428,580]. 

Néanmoins, ces mesures n’ont pas permis d’éviter la TS.  

 

2. Traitements 

Lorsqu’une TS est détectée, une thrombectomie par aspiration, une thrombolyse ou 

l’administration d’un inhibiteur de l’intégrine αIIbβ3 doivent être réalisées rapidement pour 

rétablir la perméabilité du vaisseau thrombosé [416,419,579]. Par ailleurs, il faut procéder à 

une évaluation de la résistance aux antiplaquettaires et envisager un traitement 

antiplaquettaire plus puissant [416].  
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E. Pronostic  

La TS est associée à des taux élevés de morbidité et de mortalité. Le patient peut subir 

un IM suivi ou non d’un choc cardiogénique (défaillance aiguë de la pompe cardiaque 

entraînant une incapacité à générer un débit sanguin suffisant) lorsque la TS est au niveau 

coronarien [416,563] ou un nouvel AVC si la TS se développe au niveau carotidien. Cependant, 

une TS non traitée entraîne généralement le décès du patient.  

Comparée à la resténose, qui entraîne des symptômes de type angine, la TS coronarien 

est un processus aigu entraînant un syndrome coronarien aigu. L’identification et 

l'intervention précoces améliorent cependant considérablement le pronostic [416,581]. 
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Problématisation du sujet de thèse  
et principaux objectifs 

 

Les plaquettes assurent un rôle important dans l’arrêt des saignements à la suite d’une 

lésion vasculaire. Elles sont également impliquées dans la thrombose artérielle qui survient à 

la suite de la rupture d’une plaque d’athérosclérose, pouvant être responsable de diverses 

pathologies ischémiques. Ainsi survient un AVC ischémique si les artères cérébrales sont 

occluses, un infarctus du myocarde si ce sont les coronaires, et une artériopathie oblitérante 

des membres inférieurs lorsque les artères fémorales ou poplitées sont touchées. En plus de 

traiter la thrombose avec des antithrombotiques, les cliniciens peuvent réaliser une 

angioplastie pour rouvrir le vaisseau et maintiennent ouvert en installant un stent, rétablissant 

un flux sanguin normal. Les patients sont alors soumis à un traitement antiplaquettaire pour 

prévenir la formation d’un nouveau thrombus et une récidive de la pathologie ischémique. 

Cependant, si ces traitements ont permis de réduire la morbi-mortalité des pathologies 

ischémiques, ils ont également des limites, dont le risque de saignement. De plus, ils ne sont 

pas toujours efficaces dans la prévention d’une complication peu courante, mais 

extrêmement grave de la pose d’un stent : la thrombose de stent, fatale dans 10 à 40 % des 

cas. L’objectif central de mon travail de thèse a consisté à déterminer les mécanismes mis en 

jeux dans la thrombose de stent afin de mieux la prévenir. 

La thrombose de stent possède deux déterminants majeurs, la plaque d’athérosclérose 

et le stent. Les différents modèles in vitro développés à ce jour ne s’intéressent qu’à la 

thrombogénicité des stents et ne tiennent pas compte de la thrombogénicité de la plaque 

d’athérosclérose. De plus, les dispositifs existants se sont limités à l’étude des stents 

coronaires et ne se sont pas penchés sur l’étude des stents d’autres territoires vasculaires. Le 

premier objectif de ma thèse a donc été de développer un nouveau dispositif de perfusion à 

l’échelle de différents vaisseaux humains qui intègre les deux déterminants de la thrombose 

de stent, qui sont le stent lui-même, et la plaque d’athérosclérose. Une originalité du modèle 

que j’ai développé est que la chambre en flux est modulable et peut mimer n’importe quelle 

géométrie, ce qui permet d’évaluer les stents de tous les territoires vasculaires. 
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  Une façon de prévenir la thrombose de stent est de réduire la thrombogénicité des 

stents, un de ses deux déterminants majeurs. L’incidence de la thrombose de stent étant la 

plus élevée au niveau carotidien (environ 20 %), comprendre les mécanismes liés à la 

thrombogénicité des stents carotidiens semble tout à fait pertinent. Le deuxième objectif de 

ma thèse a alors été d’étudier la thrombogénicité intrinsèque des stents carotidiens utilisés 

en clinique en s’appuyant sur le système macrofluidique développé au laboratoire. Sachant 

que le design du stent joue un rôle particulièrement important dans la thrombose de stent, je 

me suis focalisée sur l’importance de la rhéologie dans cet évènement. 

Les patients présentant une lésion en tandem ont une incidence de thrombose de stent 

carotidien très élevée (20 %) qui pourrait s’expliquer par le fait que leur traitement repose 

uniquement sur l’aspirine, un antiplaquettaire faible. Il existe donc un besoin médical de 

développer des agents antiplaquettaires qui préviendraient la thrombose de stent sans risque 

hémorragique, car il est important d’éviter les saignements intracrâniens dans cette 

indication. Il a été montré que la GPVI plaquettaire joue un rôle mineur en hémostase, mais 

important dans la thrombose expérimentale. Le dernier axe de ma thèse a consisté à évaluer 

l’intérêt de cibler la GPVI avec le glenzocimab, afin de prévenir efficacement la thrombose 

sans risque de saignement accru. Pour réaliser ce travail, je me suis principalement appuyée 

sur le modèle macrofluidique de thrombose de stent que j’ai développé. 

  



 

 

 

95 Résultats expérimentaux  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RÉSULTATS EXPÉRIMENTAUX 

  



 
96 Résultats expérimentaux 

 

  



 

 

 

97 Résultats expérimentaux – Article 1   

 

 

Analyse des modèles expérimentaux in vitro et ex vivo permettant 

d’étudier la thrombogénicité intrinsèque des stents cliniques 

 

 

 

Publication 1 : 

 

« Critical analysis of in vitro and ex vivo experimental models investigating the intrinsic 

thrombogenicity of clinically-used stents » 

 

 

Axelle Y. KERN, Pierre H. MANGIN 

 

University of Strasbourg, INSERM, EFS Grand-Est, BPPS UMR-S1255, FMTS, 10 rue Spielmann, 

F-67065 Strasbourg, France 

 

 

European Symposium on Vascular Biomaterials Congress Book, 2023 Mar.  



 
98 Résultats expérimentaux – Article 1 

Introduction 

L’insertion de stents, appelée aussi stenting, est devenue une pratique courante lors 

d’une angioplastie au cours des dernières décennies. Les stents permettent de restaurer le 

flux sanguin en cas d'occlusion du vaisseau, pour prévenir et traiter les pathologies 

cardiovasculaires, et sauver ainsi de nombreuses vies. Cependant, ils sont en contact direct 

avec les cellules sanguines et de la paroi vasculaire, ce qui peut entrainer des réactions 

défavorables. On peut notamment citer la possible lésion des cellules endothéliales lors de 

l’ouverture du stent ou la perturbation de l’hémodynamique suite à son implantation. De 

même, l’activation des plaquettes lors de leur contact avec le stent est une problématique 

importante puisque le stent est l’un des deux déterminants de la thrombose de stent, une 

complication rare, mais extrêmement grave de la pose d’un stent sur une plaque 

d’athérosclérose dans un vaisseau malade. Ainsi, une compréhension approfondie de la 

thrombogénicité intrinsèque des stents utilisés en clinique est essentielle pour concevoir des 

stents moins réactifs et réduire les complications thrombotiques chez les patients subissant 

une angioplastie.  

L’objectif de mon premier papier était de réaliser une revue de la littérature sur les 

différents dispositifs in vitro et ex vivo existants pour évaluer la thrombogénicité intrinsèque 

d’un stent et la thrombose de stent. Cet article présente les principales caractéristiques 

thrombogènes des stents utilisés en clinique et décrit cinq modèles qui ont été utilisés pour 

évaluer leur thrombogénicité intrinsèque : la boucle de Chandler, la chambre de perfusion 

annulaire, le modèle de paillasse circulaire, le système de perfusion Haemobile et le modèle 

de perfusion ex vivo par shunt artério-veineux carotide-jugulaire. Nous y exposons les 

avantages et les inconvénients de chaque modèle, ainsi que les avancées qui en découlent 

pour le développement de stents moins thrombogènes et plus biocompatibles. 

Ce travail, pour lequel j’ai signé premier auteur, a été accepté sous forme d’un chapitre 

de livre dans le livre du congrès de l’European Symposium on Vascular Biomaterials (ESVB) en 

mars 2023. 
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8Evaluating the intrinsic 
thrombogenicity of 
clinically-used stents

Axelle KERN, Pierre H. MANGIN
 
Stents are increasingly used during angioplasty to prevent and treat cardiovascular pathologies 
and restore patency in the case of vessel occlusion, thereby saving millions of lives. As stents 
are in direct contact with blood components, their use is not devoid of complications, with stent 
thrombosis being the most dangerous. Stent thrombosis can result in life-threatening ischemic 
events at the site of stent implantation in an atherosclerotic plaque, or at a distance from it. The 
two main determinants of stent thrombosis are the components of the plaque due to the presence 
of tissue factor, lipids and fibrillar collagen, and the stent itself. A thorough understanding of the 
intrinsic thrombogenicity of clinically-used stents is essential to design less reactive stents and 
reduce thrombotic complications in patients undergoing angioplasty. In this objective, in vitro and 
ex vivo approaches are particularly useful. This article highlights the thrombogenic features of 
clinical-used stents and describes the existing models to evaluate their intrinsic thrombogenicity. 
It also suggests future strategies to improve the evaluation of stent thrombogenicity in order to 
design optimal tools ultimately allowing a reduction in stent thrombosis.

Introduction: 
the burden of stent thrombosis
Percutaneous transluminal angioplasty is used to treat the occlusion or stenosis of diseased arteries, 
such as the carotid, femoral or coronary artery. Most modern angioplasty procedures also involve 
stenting, which consists of the implantation of a stent into the diseased vessel to ensure the return to a 
normal blood flow. While angioplasty with stent implantation has significantly reduced the morbidity and 
mortality rates of cardiovascular diseases, it is not devoid of complications. Stent thrombosis (ST), which 
is the most common and a serious complication of angioplasty, represents an important cause of death 
post-stenting 1,2. A definition of ST proposed by the Academic Research Consortium in 2007 standardized 
the timing, including : acute (within 24 hours), subacute (within 30 days), late (within 1 year) and very late 
(later than 1 year). The thrombi on stents are mainly composed of platelets, but also contain red blood 
cells, leukocytes and soluble plasma proteins, including von Willebrand factor (vWF) and fibrin(ogen) 3. 
They can result from diverse causes, linked to the procedure with stent malapposition or fracture, the 
patient’s comorbidities, the lesion itself, which is known to be thrombogenic, a low biocompatibility 
of the stent, or an inefficient antithrombotic treatment 1,4-6. Most ST events appear during the first few 
days after implantation and almost none after the first month 2,6,7. They are particularly harmful for the 
patients, reaching mortality rates ranging from 10 to 40% 4,8.
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Antiplatelet and anticoagulant agents are commonly used to prevent ST. The incidence has been 
dramatically reduced, from 24% of patients in the 1990s to less than 1% nowadays 9. However, their use 
is associated with an elevated risk of bleeding which increases the risk of mortality 4,10. This is notably 
a concern in carotid angioplasty where only aspirin is recommended to avoid intracranial bleeding, 
with the result that the rate of ST lies between 8.8 and 28.2 % depending on the pharmacological 
treatment administered before stenting 11. This suggests that the decrease in the incidence of ST might 
be attributable to an improvement in the management of antiplatelet therapy rather than to a reduction 
in the intrinsic thrombogenicity of clinically-used stents.

In addition, over the last decades, an important effort has been made to optimize the biocompatibility 
of the stents and reduce their thrombogenic potential. Among the improvements, one may cite: 
i) redesign of the stents, ii) reduction of the stent-blood interface or iii) coating of the stents with 
pharmacological agents or metal particles 9-11. Nevertheless, these measures have not abolished ST. 
A better understanding of the cellular and molecular mechanisms leading to ST is therefore crucial to 
further improve the success of angioplasty.

In this review, we: i) highlight the thrombogenic properties of clinical-used stents, ii) describe the 
existing models to evaluate their intrinsic thrombogenicity and iii) propose future strategies to 
produce devices allowing optimal evaluation of the intrinsic thrombogenicity of clinical-used stents 
and hence to reduce ST.

The thrombogenic features 
of clinical-used stents
The two main determinants of the intrinsic thrombogenicity of clinically-used stents are the material 
and the design. They both have an impact on the degree of platelet adhesion and activation and can 
potentially activate the coagulation pathway, resulting in thrombosis 12,15.

The importance of the material
Many materials have been used over the decades to fabricate stents, including stainless steel, tantalum 
and titanium or cobalt alloys. It is common knowledge that the material composing the stent is itself a 
major cause of platelet adhesion and activation, and hence of thrombosis. Indeed, artificial surfaces can 
adsorb plasma proteins, primarily fibrinogen, and in turn recruit circulating blood cells, mainly platelets, 
to initiate thrombosis 3,15,16. Moreover, the stent surface activates the coagulation contact pathway, 
leading to the generation of thrombin, which is not only the most potent platelet agonist and thereby 
enhances thrombus growth, but also transforms fibrinogen into insoluble fibrin to stabilize the clot that 
has formed, preventing the blood flow from removing adherent platelets 3.

Stents were initially fabricated with stainless steel 316L, chosen for its mechanical robustness and 
resistance to corrosion 12,17,18. This material nevertheless has a poor flexibility, which can result in stent 
rupture and lead to medical complications 18. Furthermore, stainless steel has the disadvantages of a 
diminished radiopacity and a very low biocompatibility, which induces thrombus formation on the 
metal surface 12,14,17,18. In addition, minor amounts of nickel, molybdenum and chromium released from 
the stainless steel surface can trigger immune and inflammatory responses, leading to platelet and 
leukocyte activation that can reinforce ST 12.
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Titanium- and cobalt-based alloys were developed to favour stent biocompatibility. The spontaneous 
formation of an oxide film on these materials induces the natural adsorption of proteins and passivates 
the surface, also preventing stent corrosion. Cobalt-based alloys, such as cobalt-chromium and platinum-
chromium, possess a high corrosion resistance and better mechanical properties than stainless steel. 
They allow one to fabricate thinner stent meshes, thus reducing the coverage of the vessel wall and 
decreasing the risk of ST 12,17,19. However, as in the case of stainless steel, nickel, molybdenum and 
chromium can migrate over time from the material and produce immunogenic reactions, leading to an 
inflammatory immune response which is pro-thrombogenic and may favour ST 14,18,20. Nitinol, a nickel-
titanium alloy, presents the advantages of having a good shape memory and a high radial expansion 
force which are important for optimal stent expansion 12. Optimal expansion is particularly crucial to 
avoid local flow disturbances that might generate disturbed flows which are potentially thrombogenic.
Another metal used for stent fabrication is tantalum, which possesses high radiopacity 12,20. Its surface 
becomes oxidized after implantation and thereby acquires an interesting level of biocompatibility 19, 
unlike stainless steel or titanium- and cobalt-based alloys. However, tantalum lacks radial strength and 
fractures easily, which can lead to various complications including ST 12,20.

Gold has also been considered for the development of stents, but this metal does not form a protective 
oxide layer. It has been shown that materials which do not support oxidation exhibit stronger interaction with 
plasma proteins such as fibrinogen, promoting platelet adhesion and activation which can result in ST 22.

Apart from the material type, the roughness of the material is important as it increases thrombogenicity 
and this is why it is essential to use surface treatments to obtain a smooth and contamination-free 
surface 14. To produce a smoother stent surface, various treatments have been developed, including 
(electro)polishing, ultrasonic cleaning and degreasing 14.

The importance of the design
The material used to fabricate stents is not the only important determinant of ST as the design of the stent 
can influence the activation of platelets adhering to the struts 14,20. Many parameters must be considered 
when designing a stent, among them the form of the cell, the number of strut-strut intersections, the 
mesh thickness and the number of layers.

Stent cells can be open or closed. Closed cells do not change shape when the stents are flexed, while 
open cells change their conformation, especially in the flexed area where they enlarge 21. Closed cells 
are associated with a lower risk of the occurrence of atherosclerotic plaque protrusion, which is known 
to increase per procedural thromboembolic risk. On the other hand, open cells display better flexibility 
and conformability in curves and tortuous vessels. Nevertheless, most registers have demonstrated no 
significant clinical advantage of one type over the other 23.

Clinically-used stents have very disparate mesh thicknesses. Moreover, it has been shown that there is 
a very close link between mesh thickness and stent performance in maintaining a vessel open. Thus, 
immediate stent performance can be improved by increasing the mesh thickness, which in turn increases 
the radiopacity, radial strength and arterial wall support 12,20. However, excessive mesh thickness, as 
found in the earliest types of stent, leads to a high metal density and consequently an elevated incidence 
of subacute ST. These stents were also difficult to use and resulted in frequent deployment failures and 
distal embolization of thrombotic plaque material 12,19,20.

Stents can also be single- or dual-layered. Dual-layer stents have been shown to significantly reduce the 
incidence of peri- and post-procedural stroke 24. However, the double layer almost doubles the foreign 
body mass and increases flow separation, stagnation and cellular reattachment. This will promote 
platelet deposition and activation of coagulation with thrombin generation and fibrin formation, thereby 
favouring ST 15. In agreement with this hypothesis, several studies have reported a higher rate of ST in 
dual-layer stents, ranging from 9% to more than 50% 25-27.
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Experimental models to evaluate 
the thrombo-genicity of stents
An in-depth understanding of the thrombogenic properties of stents is essential to develop less 
thrombogenic ones. Therefore, experimental models have been designed to study the mechanisms by 
which clinically-used stents promote platelet adhesion, coagulation activation and thrombosis. The 
main tools developed during the last decades are described in this section.

The Chandler loop system
The Chandler loop system (CLS) was developed by 
Chandler in the 1950s 28 (Figure 1). This device was 
first set up to produce artificial thrombi and later 
adapted to study the intrinsic thrombogenicity of 
stents. The first version was composed of a roller 
pump which rotated on a 23 degree-inclined plane 
to induce the circulation of non-anticoagulated 
whole blood in a closed circular system made of 
polyvinyl chloride (PVC) tubing. One of the most 
frequently used versions consists of rotating loops 
of tubing ensuring passive blood circulation 29. 
In other CLS models, the loops rotate vertically 
and the blood circulates either passively through 
rotation of the loop itself or actively through a 
discontinuous rotation which allows one to mimic 
a pulsatile flow in the tube 30,31. The CLS models are designed to insert a coronary stent inside the tubing, 
which is then maintained at a physiological temperature of 37°C in a water bath or an incubator. Many 
other adjustments are possible, including the use of distinct tubing materials such as silicone, Tygon or 
PVC, coated or not with heparin. The tubes may have different diameters (3-7 mm), allowing one to test 
various stent types. The CLS is compatible with the use of either whole blood or platelet-rich plasma 
(PRP) and blood products from different species (human, porcine) which are anticoagulated with 
sodium citrate or heparin 29-35. Quantification of the thrombus formation on stents has been performed: 
i) indirectly by measuring a difference in the platelet count after blood perfusion 29,31-33,35, ii) by weighing 
the clot after perfusion 34, or iii) by measuring platelet activation markers such as P-selectin, which 
indicate the degree of granule secretion 30. An advantage of the CLS model is that it permits one to 
combine several loops and thereby evaluate multiple conditions simultaneously 31. Another benefit of 
one of the modified versions resides in the fact that the blood circulates passively by rotation of the 
loop itself, which avoids the traumatizing effect of an active pumping system 30,32,33. One limitation of the 
CLS devices, at least as they are classically used, is that they do not allow the insertion of a chamber 
mimicking the geometry of relevant human vessels and hence the pathophysiological conditions found 
in patients. Moreover, the partial filling of the loop creates a large air/fluid interface which can lead to 
protein denaturation and blood cell activation, and thereby induce major artefacts.

The CLS has mostly been employed to study the impact of surface treatment and coating on the 
intrinsic thrombogenicity of stents. It has been successfully used to show that mechanical and chemical 
modifications of the stent surface can reduce its thrombogenicity 29,32. Indeed, (electro)polished stents 
display a clear reduction in thrombus formation in comparison to the identical unpolished stents 29,32. 
This model has also helped to provide evidence that coating can play an important role in decreasing 

Figure 1: The Chandler loop system is composed of a loop of 
tubing, partly filled with blood, into which a stent is inserted. 
The loop is connected to a roller pump and placed in a water 
bath at 37°C.
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stent thrombogenicity 29-31,34,35. Thus, whereas a heparin coating had no beneficial effect, stents coated 
with polyurethane, a hydrophilic polymer or silicon carbide were less thrombogenic as compared to 
uncoated stents 29,31,35. On the other hand, PVDF-HFP fluorinated copolymer-coated and phosphoryl 
choline polymer cobalt–chromium stents exhibited similar rates of platelet accumulation and thrombus 
formation, while parylene C-coated stents were less thrombogenic than copper-coated ones 30,34. The 
CLS also showed that drug eluting stents (DES), notably those covered with anti-proliferative agents 
such as sirolimus, do not enhance thrombosis as compared to bare-metal stents 33.

The annular perfusion chamber
The annular perfusion chamber (APC) was 
developed by Sakariassen et al. in the 1980s to 
study the interaction of platelets in flowing blood 
with cultured human endothelial cells under 
defined shear rate conditions 36 (Figure 2). The 
original model was an open system composed 
of a 3 mm diameter elastomer silicone tube 
connected to a polymethyl methacrylate chamber 
in which sodium citrated reconstituted human 
blood circulated at flow rates between 50 and 150 
mL/min. This model was later adapted by Zafar et 
al. to investigate the intrinsic thrombogenicity of 
stents 17. The system was modified to become a 
closed loop containing a peristaltic pump, where 
the stent is placed on an inner rod in the APC 
and maintained at 37°C by immersing the blood reservoir in a water bath. Thrombus formation on the 
stent is quantified by measuring the surface area covered by fibrinogen and adherent platelets and 
by determining the aggregate size using a morphometric method. Zafar’s APC has the advantage that 
the cylindrical design of the chamber allows one to test stents under laminar blood flow. However, the 
model is limited in that the chamber does not reproduce the geometry of coronary arteries, which means 
that the stent implantation and local rheology probably poorly mimic the clinical situation. In addition, 
another major limitation resides in the fact that the blood is in contact with the external and not the 
internal side of the stent, whereas in patients the internal side is exposed to the blood and the external 
side lies in contact with the diseased artery wall.

The APC model has not been extensively used but has helped to provide evidence that coating the 
stent can reduce its thrombogenicity. This was notably demonstrated in a study in which electret-coated 
stents exhibited lower thrombogenicity than non-electret-coated stents or bare-metal ones 17.

The circular bench-top perfusion model
The circular bench-top perfusion (CBTP) model was developed by Beythien et al. in the 1980s 37 to test 
the thrombogenicity of coronary stents (Figure 3, next page). The original CBTP model consisted of a 
closed system containing a peristaltic pump to perfuse blood or plasma at constant flow rates through 
a 4 mm diameter silicone tube. This system allowed one to insert a stent inside the tubing, which was 
maintained at a physiological temperature of 37°C by immersion in a water bath. The CBTP model has 
undergone various modifications in its subsequent versions 37-43 including: i) the use of different tubing 
materials like silicone or PVC, which present different diameters (3-4 mm) and enable one to test various 
stent types, ii) the insertion of a dedicated silicone flow chamber permitting one to mimic complex vessel 
geometries such as bifurcation, or iii) the use of various pumps including peristaltic (or roller) pumps 
or a pulsatile pump ensuring a large variety of flow rates ranging from 8 mL/min up to 200 mL/min. 

Figure 2: The annular perfusion chamber consists of an annular 
chamber, into which a stent is inserted on a rod. The tubing is 
connected to a roller pump and the blood reservoir is placed 
in a water bath at 37°C. 
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It should nevertheless be noted that the 
investigators did not usually take care to try 
to approach the physiological haemodynamic 
conditions found in coronary arteries (around 
30 mL/min) 45. Several versions derived from 
the original CBTP model have been developed 
over the years, for example that of Gasior et al. 
which differs from the device described above 
by the insertion of a Y-shaped left main coronary 
bifurcation chamber 46. The CBTP system is 
compatible with the use of either whole blood or 
PRP from different species (human, porcine) and 
depending on the studies, the investigators have 
employed various anticoagulants (acid-citrate-
dextrose, sodium citrate, heparin). Thrombus 
formation on the stents was quantified by measuring the surface area of fluorescently labelled 
platelets 37,38,40-42,45 or by determining the fluorescence intensity of activation-dependent platelet antigens 
like PF-4, P-selectin and CD63 40,44. Alternatively, some investigators evaluated thrombus formation 
by determining the decrease in platelet count in whole blood before and after perfusion 40,44. A major 
advantage of the CBTP model is its simplicity of use, which allows one to combine two systems and 
therefore test various conditions at once.

The CBTP models have helped to improve our understanding of the intrinsic thrombogenicity of 
clinically-used stents. First of all, they were instrumental in highlighting the impact of the stent 
structure on its thrombogenicity. Indeed, these models provided evidence that specialized stents 
with specific geometries, notably those adapted to a bifurcation, reduce thrombus formation 46. In 
addition, CBTP models have helped to show that the stent design is also a key parameter with strut 
thickness and/or number playing an important role in stent thrombogenicity. It has in fact been 
reported that the thrombogenicity increases when the stents have an excessive number of struts or 
when the struts are thicker 37,38,41,45. These in vitro devices have further revealed that some materials 
used to fabricate stents are thrombogenic, including tantalum, stainless steel and platinum-
chromium alloys 37,42,43. They also showed that some polymers used to coat stents, in particular 
polyvinylidene fluoride-co-hexafluoropropene (PVDF-HFP), display a thrombogenic rather than an 
anti-thrombogenic profile 43. On the other hand, CBTP models have provided important evidence 
that some coatings represent a valuable option to reduce stent thrombogenicity. This was notably 
demonstrated for albumin, heparin or a diamond-like carbon coating as compared to bare-metal 
stents 40,44. Finally, CBTP devices have been used to obtain evidence that the stenting technique, 
such as the double kissing crush or T and small protrusion methods, has no significant impact on 
stent thrombogenicity in a coronary bifurcation model 41.

The Haemobile perfusion system
The Haemobile perfusion system (HPS) was developed by Engels et al. in the early 2010s 47 (Figure 4, 
next page). The system consists of a motor on which a plateau is mounted to fix the 3 mm diameter 
PVC tubing loop through which heparinized human whole blood is perfused. Stents are inserted 
in the tube and the system is maintained at 37°C in an incubator. The blood inside the loop is first 
accelerated before being decelerated until arrest at the starting position and repeating this process 
generates a pulsatile flow in the loop. Thrombus formation on the stents is quantified by a colorimetric 
assay based on the detection of acid phosphatase released by activated platelets. An advantage of the 

Figure 3: The circular bench-top perfusion model is composed 
of a loop of tubing, entirely filled with blood, and a perfusion 
chamber into which a stent is inserted. The loop is connected 
to a roller pump and placed in a water bath at 37°C.
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HPS is the use of a rotating motor, which allows 
one to generate relevant flow rates producing 
haemodynamic conditions similar to those found 
in coronary arteries 45. A limitation of the HPS is 
that the tubing used to form the closed loop does 
not permit the insertion of a flow chamber, with 
the result that the system is restricted to straight 
stents with simple geometries and a diameter 
corresponding to the tube.

The HPS has not been extensively used in the field 
of stent evaluation. Nevertheless, it allowed some 
groups to confirm the thrombogenicity of different 
stent materials and to show that stent coating can 
play a role in reducing stent thrombogenicity 47,48. 
Indeed, it was demonstrated that polymer-free 
stents, like their bare-metal analogues, are more 
thrombogenic than fluoropolymer-coated stents.

The ex vivo carotid-jugular arteriovenous shunt perfusion model
Besides the classical in vitro models, ex vivo systems have also been designed to study stent 
thrombogenicity. Such approaches are based on the use of arteriovenous shunts (AVS) in animal models 
and in humans (Figure 5). In the original version, developed to simplify the procedure of continuous 
haemodialysis in patients with acute renal failure, the radial artery and a forearm vein of a human 
volunteer were linked through a 1/8-inch Teflon tube 49. Other versions of the AVS model were developed 
to study intrinsic stent thrombogenicity in different species, including the swine, rat and dog 50-58. The 
AVS system allows the insertion of a stent in the tubing, which is then maintained at 37°C by immersion 
in a water bath 50-52,57. An ultrasonic transducer is used to monitor blood flow and therefore thrombus 
formation within the system 50-52,57. This is particularly important to stop the experiment when the flow 
rate becomes too slow. The original experimental model has undergone many modifications including 
the use of different tubing materials such as silicone elastomer, which present different diameters 
(2-3 mm) and enable one to test various stent types. In addition to measuring the blood flow with a 
transducer, some investigators quantified thrombus formation on stents by determining the surface 
area or volume of the thrombi using scanning electron or confocal microscopy or immunofluorescent 
staining 50-54,57, or by weighing the thrombus after collection 55,56. An advantage of the AVS model resides

Figure 4: The Haemobile perfusion system consists of a 
loop of tubing, entirely filled with blood, into which stents are 
inserted. The loop is mounted on a plateau, which is rotated with 
a stepper rotor. The system is placed in an incubator at 37°C.

Figure 5: The ex vivo carotid-jugular arteriovenous shunt perfusion model is composed of a tube connecting the carotid artery 
(red) and the jugular vein (blue), into which stents are inserted. An ultrasonic transducer measures the blood flow and the tubing 
is placed in a water bath at 37°C.
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in the fact that several tubes can be connected in parallel and therefore several conditions may be 
tested at once. Other versions of the model allow one to insert a flow chamber having the geometry 
of an artery of interest. Moreover, the use of living animals presents a major advantage over in vitro 
systems since it better reproduces physiological conditions with the activation of coagulation and the 
presence of physiological blood flows.

The diverse AVS models have been important to identify the factors responsible for the intrinsic 
thrombogenicity of clinically-used stents. They showed that stent composition plays an important role 
in the acute thrombogenicity of stents 50-54. Indeed, it was reported that stents with a permanent polymer 
coating presented significantly lower acute thrombogenicity than those with a biodegradable polymer 
coating or polymer-free stents. AVS models have also helped to show that a resorbable magnesium 
scaffold is less thrombogenic than a stainless steel 316L scaffold equivalent in geometry and design. 
Such models have further shown that heparin-coated stainless steel stents are less thrombogenic than 
bare stainless steel ones 55. Similarly, these models have provided evidence that the surface treatment of 
stents affects their thrombogenicity, as the total clot weight formed on polished stents is significantly 
lower than that formed on non-polished stents 56. Finally, AVS systems have highlighted the fact that the 
stenting technique in a coronary bifurcation has an impact on the intrinsic thrombogenicity of the stents. 
Thus, the double-kissing crush technique generates more thrombi on stents at the bifurcation, while the 
double-kissing culotte technique leads to more thrombi on stents in the proximal main branch 57,58.

Discussion
Various experimental models to study the thrombogenicity of clinically-used stents have been 
developed and adapted over the years. They have helped to define the intrinsic thrombogenic features 
of stents, especially the material which is usually made of metal. It has been shown that some metals 
are particularly thrombogenic, notably stainless steel. This has opened up new areas of investigation 
to develop stents composed of less thrombogenic materials, such as tantalum and platinum-chromium 
alloys. These observations have also incited researchers and industrials to treat stent surfaces or coat 
them to reduce their natural thrombogenicity. For instance, stents coated with hydrophilic polymers, 
silicon carbide, diamond-like carbon and electret have been designed and experiments in models 
indicate that such coatings decrease their thrombogenicity. Concerning the surface treatment, which 
also appears to be crucial to reduce stent thrombogenicity, (electro)polished stents display clearly 
diminished thrombus formation in comparison to non-polished stents. The experimental models 
described in this chapter have further helped to show that the design of the stent is an important factor 
in its thrombogenicity. They showed that the characteristics of a stent can be modified to make it less 
thrombogenic, for example by providing a better design by reducing the strut thickness and/or number, 
or by adapting the geometry to a specific bifurcation. Indeed, a reduction in thrombus formation was 
observed in bifurcation-dedicated stents as compared to non-bifurcation-dedicated ones, suggesting 
that stents adapted to specific geometries are less detrimental. Finally, experimental models have 
proved useful not only to assess the intrinsic thrombogenicity of clinically-used stents but also to obtain 
insight into the stenting technique, where they have provided evidence that the double-kissing culotte 
and double-kissing crush techniques have a minimal adverse impact on thrombosis.

While the numerous experimental systems developed have helped to better identify the determinants 
of the thrombogenicity of stents, they nevertheless present several limitations. Firstly, they do not 
reproduce the physiological flow conditions and relevant wall shear rates, as the flow rates used to 
perfuse plasma-rich platelet or blood usually do not mimic the rheological conditions in the relevant 
arteries. Since blood flow is a very important factor in haemostasis, regulating not only platelet 
adhesion, activation and aggregation, but also coagulation, it is probably important to try to reproduce 
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as closely as possible the physiological flows. It could also be interesting in the future to introduce 
pulsatility, to mimic even more faithfully the flow found in human arteries. This nonetheless remains 
very challenging, and even in the field of microfluidic studies of platelet function, the pulsatility is 
not taken into account by the investigators due to the technical difficulties. One might also wonder 
if inserting a stent into a straight, smooth and semi-rigid plastic tube or flow chamber really mimics 
the clinical situation. Designing flow devices which better reproduce the topography and rigidity of 
a diseased vessel wall would be a big step forward but is still awaiting future developments. Another 
limitation of the models developed to date stems from the fact that they have only focused on studying 
the intrinsic thrombogenicity of coronary stents and have not been used and/or adapted to test stents 
implanted in other arteries, such as the carotid and femoral vessels. One may imagine, however, that the 
tubing and/or flow chambers, notably thanks to the recent improvements in 3D printing, could be easily 
adapted to the dimensions of any artery.

The models described here have been particularly important to identify the thrombogenic features 
of stents. Surprisingly, they have been little used to investigate the underlying mechanism. Thus, the 
receptors involved in the adhesion of platelets to the stent surface are still unknown. It is tempting 
to speculate that receptors such as the GPIb-IX-V complex or αIIbβ3 integrin will mediate platelet 
accumulation on stents, as they bind to the plasma proteins vWF and fibrinogen. Furthermore, the 
level of cellular activation following platelet adhesion to a stent is unclear, but very important as this 
drives platelet aggregation and thrombus growth. It could also be interesting to determine whether 
platelet adhesion, activation and aggregation on the stent surface differ from the processes involved 
on lesions in a healthy or diseased vessel, which remains unknown. The models developed to study stent 
thrombogenicity should be suitable to conduct such studies, thereby shedding new light on platelet/
stent interactions. In addition, it might be interesting to adapt the models designed to study stent 
thrombogenicity to investigate ‘stent thrombosis’. Stent thrombosis is a complication of angioplasty 
occurring in a diseased artery where a stent has been implanted. As a consequence, the determinants 
of stent thrombosis are not only the stent but also the presence of a ruptured or eroded atherosclerotic 
plaque. Such plaques are well known to contain highly thrombogenic materials like lipids, tissue factor 
and various adhesive proteins including fibrillar collagen. The experimental models could be adapted 
by coating the devices with atherosclerotic plaque homogenates obtained from patients undergoing 
endarterectomy, as is already done for microfluidic experiments.

In conclusion, the different experimental models developed over the last decades have helped to 
deepen our understanding of the thrombogenicity of clinically-used stents and to improve their 
biocompatibility. There is still room to optimize these approaches notably by using more relevant blood 
flow conditions in the experiments. Novel flow chambers could be designed and inserted into the 
different devices to explore the thrombogenicity of stents implanted elsewhere than in the coronary 
arteries, notably in the femoral and carotid vessels. The models could also be used to gain insight into 
the molecular mechanism through which a platelet-rich thrombus forms on a stent. Finally, another 
potential application of these devices might be to investigate stent thrombosis, by inserting a stent in a 
region coated with atherosclerotic plaque extracts. This could further represent an attractive platform 
to test new antithrombotic agents to prevent thrombosis.
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 Conclusion 

 Cette revue décrit les modèles expérimentaux permettant d'étudier la 

thrombogénicité des stents utilisés en clinique. Elle met également en lumière les adaptations 

au cours du temps des dispositifs qui ont amélioré leur performance et leur pertinence. Ces 

modèles ont facilité la définition des caractéristiques thrombogènes intrinsèques des stents, 

telles que le matériau, son coating ou encore son design. Leur utilisation a donc ouvert de 

nouveaux champs d'investigation pour développer des stents moins thrombogènes et 

améliorer leur biocompatibilité. Toutefois, aucun modèle développé à ce jour ne rend possible 

l’évaluation de la thrombogénicité intrinsèque des stents en conditions de flux similaires à 

celles retrouvées chez l’Homme. En effet, seul le modèle de paillasse a la possibilité d’insérer 

une chambre à la dimension des vaisseaux humains, mais nous n’avons pas trouvé d’éléments 

allant dans ce sens. Ainsi, ces différents systèmes ne reproduisent pas les conditions 

physiologiques d'écoulement et les taux de cisaillement de la paroi observés chez les patients. 

De même, ils se sont uniquement concentrés sur l'étude de la thrombogénicité intrinsèque 

des stents coronaires et n'ont pas été adaptés pour tester des stents implantés dans d'autres 

artères, telles que les vaisseaux carotidiens et fémoraux. Enfin, ils n’ont étudié que la 

thrombogénicité des stents et non pas la thrombose de stent, qui intègre également la part 

thrombogène d’une artère malade.  
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Introduction 

La pose d’un stent, aussi appelé stenting, est devenue une pratique courante dans le 

cas d’une angioplastie. Elle a pour but de maintenir le vaisseau ouvert et d’assurer le retour à 

une circulation sanguine normale. Si l'angioplastie avec stenting a permis de réduire 

considérablement les taux de morbidité et de mortalité liés aux maladies cardiovasculaires, 

l'une de ses principales complications est la thrombose de stent, dont le taux de mortalité est 

très élevé. Les facteurs responsables de la thrombose de stent sont non seulement la plaque 

d'athérosclérose rompue, qui contient du matériel hautement thrombogène, mais aussi le 

stent en lui-même. Les modèles microfluidiques ne sont pas adaptés à l'étude des interactions 

des plaquettes avec les surfaces étrangères des dispositifs médicaux tels que les stents, 

principalement en raison des dimensions et de la géométrie des canaux microfluidiques. Par 

ailleurs, bien que certains modèles expérimentaux aient été développés pour étudier la 

thrombogénicité des stents (voir article Kern et al, ESVB, 2023), ils présentent tous des 

limitations majeures, dont les plus importantes sont l’absence d’une chambre de perfusion 

mimant la géométrie des vaisseaux humains pour se rapprocher des observations cliniques, 

et le fait qu’ils ne reproduisent pas les conditions pertinentes d'écoulement retrouvé chez les 

patients.  

L’objectif de mon deuxième papier a été de mettre au point un modèle permettant 

d'évaluer la thrombogénicité intrinsèque des stents utilisés en clinique. Le modèle repose sur 

l'utilisation de chambres mimant la géométrie précise de l'artère coronaire, fémorale ou 

carotidienne humaine. Il est parfaitement adapté à l'insertion d'un stent clinique en vue 

d’étudier son interaction avec les cellules sanguines. La chambre est insérée dans un système 

de perfusion circulaire fermé permettant de perfuser du sang humain total hirudiné aux débits 

physiologiques que l'on trouve dans les artères susmentionnées. L'accumulation de 

plaquettes marquées par fluorescence sur la surface du stent est réalisée à l'aide de la vidéo-

macroscopie. Par ailleurs, la microscopie électronique à balayage a révélé la formation de très 

gros thrombi, composés de plaquettes compactes et hautement activées sur les stents. 

Ce travail, pour lequel j’ai signé premier auteur, a été accepté sous forme d’un papier 

méthode dans le journal Heliyon en janvier 2024. 
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A R T I C L E  I N F O   

Keywords: 
Stent 
Macrofluidic 
Flow chamber 
Platelet 
Thrombus 
Carotid 
Femoral 
Coronary 
Arteries 

A B S T R A C T   

Microfluidic blood flow models have been instrumental to study the functions of blood platelets in 
hemostasis and arterial thrombosis. However, they are not suited to investigate the interactions of 
platelets with the foreign surfaces of medical devices such as stents, mainly because of the di
mensions and geometry of the microfluidic channels. Indeed, the channels of microfluidic chips 
are usually rectangular and rarely exceed 50 to 100 μm in height, impairing the insertion of 
clinically used stents. To fill this gap, we have developed an original macrofluidic flow system, 
which precisely reproduces the size and geometry of human vessels and therefore represents a 
biomimetic perfectly suited to insert a clinical stent and study its interplay with blood cells. The 
system is a circular closed loop incorporating a macrofluidic flow chamber made of silicone 
elastomer, which can mimic the exact dimensions of any human vessel, including the coronary, 
carotid or femoral artery. These flow chambers allow the perfect insertion of stents as they are 
implanted in patients. Perfusion of whole blood anticoagulated with hirudin through the device at 
relevant flow rates allows one to observe the specific accumulation of fluorescently labeled 
platelets on the stent surface using video-microscopy. Scanning electron microscopy revealed the 
formation of very large thrombi composed of tightly packed activated platelets on the stents.   

1. Introduction 

The occlusion or stenosis of diseased arteries such as the carotid, femoral or coronary artery is often treated by percutaneous 
transluminal angioplasty. This procedure involves stenting to reopen the vessel and ensures the return to a normal blood flow. While 
angioplasty with stent implantation has significantly reduced the morbidity and mortality rates related to cardiovascular diseases, one 
major complication of this procedure is stent thrombosis (ST), which represents an important cause of death post-stenting with 
mortalities ranging from 10 to 40% [1–4]. The incidence of ST in the coronary arteries has decreased markedly with the use of dual 
antiplatelet therapy, but the mortality rate is still very elevated and it therefore remains a medical concern that needs to be studied in 
detail, using refined experimental models [1,5,6]. The thrombi formed on the stents have diverse origins. They can result from the 
procedure itself, due to stent malposition or fracture, or from the patient’s comorbidities, the lesion, a low biocompatibility of the stent, 
or an inefficient antithrombotic treatment [1,3,7]. This means that the determinants of stent thrombosis are not only the ruptured or 
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eroded atherosclerotic plaque which contains highly thrombogenic material, but also the stent per se, notably its design and material. 
It has been shown that the materials used to fabricate stents, including stainless steel, tantalum and titanium or cobalt alloys, are 

thrombogenic as they support platelet adhesion and activation. Indeed, artificial surfaces can adsorb plasma proteins, primarily 
fibrinogen, which in turn recruit circulating blood cells, mainly platelets [8–10]. Moreover, the stent surface activates the coagulation 
contact pathway, leading to the generation of thrombin, which is not only the most potent platelet activator, but also transforms 
fibrinogen into insoluble fibrin, stabilizing the clot that has formed and preventing the blood flow from removing adherent platelets 
[8]. The design of the stent is another important factor influencing its thrombogenicity, with the strut thickness, number and geometry 
playing important roles. It has notably been reported that dual-layered stents present a higher rate of ST than single-layered stents, 
although the underlying mechanism remains poorly defined [11–13]. 

While some experimental models have been developed to identify the determinants of stent thrombogenicity, they all present major 
limitations [14–17]. Firstly, they do not reproduce the physiological flow conditions and wall shear rates, since the flow rates used do 
not mimic the rheological conditions in the relevant arteries. Blood flow is a major factor in hemostasis and thrombosis as it regulates 
not only platelet functions but also coagulation. Thus, it is probably important to try to reproduce as closely as possible the physio
logical flows. Another limitation of the current models is that inserting a stent into a straight, smooth and semi-rigid plastic tube does 
not really mimic the clinical situation, nor the complex flows existing around the stent. Hence, designing flow devices which better 
reproduce the topography and rigidity of a diseased vessel wall would be a big step forward [10,16–18]. 

We have developed a device to assess the intrinsic thrombogenicity of clinically used stents. The model relies on the use of flow 
chambers mimicking the precise geometry of any human vessel, including the coronary, femoral or carotid artery. This device presents 
the advantage of enabling the easy insertion of a stent into the chamber as it is done in patients. The chamber is then incorporated into 
a closed circular perfusion system allowing one to perfuse fresh hirudinated whole blood through it at the physiological flow rates 
found in the aforementioned arteries. 

2. Materials and methods 

2.1. Resource availability 

2.1.1. Lead contact 
Requests for resources and additional information should be addressed to Dr Pierre H. Mangin (pierre.mangin@efs.sante.fr). 

2.1.2. Data availability statement 
Any additional information required to reanalyze the data reported in this paper is available from the lead contact upon request. 

Fig. 1. Macrofluidic flow chambers and their characterization. 
(A) Flow chambers modeling the left anterior descending coronary (left), carotid (middle) and femoral (right) arteries and (B) wall shear rate 
distributions within the models. Wall shear rate distributions were extracted by computational fluid dynamics simulations. 
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2.2. Experimental model and subject details 

All blood donors were healthy volunteers who gave their free and informed written consent to participate in our study, which 
conformed to the ethical standards of the Declaration of Helsinki. Legal and ethical authorization for the use of blood collected for 
research was obtained through a national convention between the French National Institute of Health and Medical Research (INSERM) 
and the French Blood Institute (EFS) (convention number I/DAJ/C2675). Neither the age, nor gender of the donor was recorded. 

2.3. Method details 

2.3.1. Fabrication of the macrofluidic flow chamber 
We use a unique size of common carotid and femoral artery chamber having a diameter of 6 mm. In the case of the coronary artery, 

the chambers mimic a 4 mm diameter left main coronary artery, a 3 mm diameter circumflex artery and a 3 mm diameter left anterior 
descending (LAD) artery, which is our artery of focus. 

The flow chambers reproduce the average dimensions of human arteries, including the femoral, carotid and coronary arteries 
(Fig. 1A, Table 1). The chamber is designed with Autodesk Fusion 360 (Autodesk Inc., San Rafael, CA, USA) and a skeleton mimicking 
the lumen of the artery is printed in 3D with borders using a Form 3 B + printer (Formlabs GmbH, Berlin, Germany). The print supports 
are removed and the skeleton is sanded with sanding paper P180 and P1000 and polished with “pierre d’argent”, composed of clay and 
soap, cleaned with 70% ethanol to eliminate all sanding residues and lacquered with vanish to obtain the smoothest possible surface. 
Plastic strips from sheet protectors are glued onto the borders of the skeleton, which is then fixed on a Plexiglas board with acrylic 
mastic and left overnight at room temperature to avoid any artefacts due to leaking of the material. The chamber is cast with either 45 g 
of silicone elastomer (Elastosil RT601 A/B, IMCD, Lyon, France) or polydimethylsiloxane (PDMS Sylgard 184, Samaro, Villebon sur 
Yvette, France) for the carotid and femoral chamber, or 300 g for the coronary chamber. Silicone elastomer has a ratio of 9:1 (W/W) of 
the components A and B, respectively, component A containing the platinum-based catalyst and component B the polymerization 
agent. PDMS has a ratio of 10:1 (W/W) of the components A and B, respectively, component A containing the base and component B 
the curing agent. These materials have the advantage of transparency, which facilitates observation through the walls of the chamber. 
PDMS is preferred to silicone elastomer if the chamber is to be coated, as the coating ‘‘detaches’’ itself from silicone elastomer once the 
platelet aggregates become too big. The mold is left to dry at room temperature for at least 48 h if made of silicone elastomer, or heated 
to 70 ◦C for 3 h if made of PDMS. The chamber is then immersed in acetone to weaken and dissolve the skeleton, for 24–48 h for the 
femoral and carotid chamber, or for a few days for the coronary chamber because the walls are thicker. Remaining pieces of the 
skeleton may need to be removed with tweezers, especially at the bifurcation. Thin branches of bamboo are used to remove remaining 
parts of the skeleton in the coronary chamber, as bamboo is both rigid and flexible enough to pass through the bifurcation in the middle 
of the chamber. 

The wall shear rate maps under these conditions of flow and vessel geometry, extracted using computational fluid dynamics (CFD) 
simulations (see Supplementary Method), are shown in Fig. 1B and demonstrate the complex shear profiles existing in the carotid, 
femoral and LAD coronary arteries. 

A significant advantage of chambers having the size of human vessels over traditional microfluidic flow chambers is the repro
duction of the morphology of human vessels, which allows one to mimic the rheology found in these vessels when using relevant flow 
rates. However, a major limitation is the volume of blood needed, about 150 mL per perfusion, which implies a limited number of 
experiments per day for one donor. 

2.3.2. Collection of human whole blood 
Blood is collected via venipuncture from the antecubital vein of consenting healthy volunteers who have not taken any antiplatelet 

medication during the ten days preceding the donation. An arterio-venous fistula 17G needle is used to obtain a freely running flow. 
The blood is collected directly into polypropylene Falcon tubes containing 5 mL of a solution of the α-thrombin inhibitor hirudin (final 
concentration: 100 U/mL) (Transgene, Illkirch-Graffenstaden, France). It is drawn at a reasonably slow and steady rate, taking care to 
avoid frothing which could activate platelets, and is immediately mixed by gentle inversions of the tube. The first few milliliters of 
blood are discarded to avoid the effects of traces of thrombin generated during venipuncture. The anticoagulated blood is maintained 
at physiological temperature (37 ◦C) in a water bath without agitation and used within 4 h of collection. 

Table 1 
Dimensions of the macrofluidic flow chambers.  

Artery Internal diameter (mm) Length (mm) 

Common carotid 6 52.5 
Internal carotid 4.3 60 
External carotid 3.7 60 

Femoral 6 100 
Left main coronary 3.61 70 

Circumflex 2.77 60 
Left anterior descending (LAD) 2.8 60  
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2.3.3. Blocking non-specific platelet interactions with human serum albumin 
Whether it has been previously coated or not, the chamber is always passivated to avoid non-specific platelet interactions with the 

material of the walls. Fatty acid free human serum albumin (HAS 1%) (Sigma-Aldrich, Lyon, France) is injected into the chamber with 
a Pasteur pipette and left at room temperature for 30 min. To correctly fill the carotid and coronary chambers, it may be necessary to 
block one vessel while inserting the pipette into another. Once the first two vessels have been filled, one of them is blocked to fill the 
last one. HSA is later drawn out of the chamber and PBS (supplemented with 2 mM CaCl2 and 1 mM MgCl2) (Sigma-Aldrich) is 
introduced in the same way as HSA for the time necessary before starting the flow experiment. 

2.3.4. Fluorescent labeling of platelets 
Monitoring of platelet aggregates and quantitation of thrombus growth by fluorescence macroscopy requires the fluorescent la

beling of platelets. The main fluorescent dye used in our laboratory is the lipophilic carbocyanine fluorochrome DiOC6 (3,3′-dihex
yloxa-carbocyanine iodide, ThermoFisher Scientific, Illkirch-Graffenstaden, France), which does not cause platelet activation. An 
additional advantage of this dye is that only platelets and leukocytes are visualized in the presence of red blood cells (RBC), as the 
fluorescence is quenched by the hemoglobin contained in RBC. Moreover, in a healthy person, the leukocyte count is sufficiently low to 
be considered as negligible. Platelets are labeled prior to perfusion with DiOC6 by incubation of whole blood at room temperature with 
1 μM DiOC6 for 5 min, which corresponds roughly to the time needed to make the last preparations for the flow run. 

2.3.5. Basic flow assay 

2.3.5.1. Assembly of the perfusion system. The complete perfusion system is shown in Fig. 2 and the various connectors and tubes 
(Watson-Marlow, La Queue-Lez-Yvelines, France) used to assemble it are depicted in Fig. 3. The tubing used is strong, durable, 
reusable, easy to clean and does not support non-specific platelet adhesion. .  

1. Adjust the pump head to the size of the tubing used (align 6.4 with 1.6 as the internal diameter of the tubing is 6.4 mm, with a wall 
thickness of 1.6 mm). 

2. Put a sheet under the peristaltic pump and near the macroscope to protect it in case of a leak and a black paper under the mac
roscope to increase the contrast on images.  

3. Assemble the system as in Fig. 3 (see Tables 2 and 3 for the tubing and connectors, respectively).  
a. Connect tubing 1 with a connector 7.  
b. Connect the tubes 2 with the above connector 7 and a second one, respectively.  
c. Connect tubing 3 with the above connector 7 and a connector 8 for a carotid or femoral flow chamber. Replace the connector 8 by a 

connector 9 for the coronary chamber.  
d. Assemble the 3-way tap using connectors 10, 11 and 12. 

Fig. 2. Macrofluidic perfusion assembly using a carotid artery flow chamber. 
The system is composed of a blood reservoir in a water bath at 37 ◦C and a peristaltic pump perfusing at 380 mL/min through the carotid mac
rofluidic flow chamber placed on a black paper under a fluorescence macroscope (star *). The blood flows in a closed loop back into the reservoir. A 
liquid bin is also connected to the flow path and a three-way tap allows one to switch between the bin and the reservoir. 
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Fig. 3. Tubing and connectors required for the perfusion system. 
(A) Tubing and (B) connectors used to assemble the perfusion system. Parts a of the connectors are for the inlet of blood and parts b for the outlet. 
(C) Perfusion system before the inlet of the flow chamber. The tubes 2 are joined to connectors 7, inlet a. Tubing 1 is connected to the outlet b of one 
of the connectors 7 and tubing 3 to the other. According to the flow chamber used, tubing 3 is joined to the inlet a of either a connector 8 (carotid 
and femoral chambers) or a connector 9 (LAD coronary chamber). (D, E) D shows the second part of the femoral chamber. Part a of a connector 8 is 
connected to the chamber and part b to a tube 4. E depicts the carotid and coronary chambers. The parts a of two connectors 9 are joined to tubes 4. 
Parts b are connected to the chamber. The three-way tap is assembled and connected to tubing 4 for the middle connector and to tubing 6 on both 
sides of the tap. 
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e. Connect:  
i. Both tubes 4 with a connector 7 and a connector 9 for a carotid or coronary flow chamber.  

ii. One tube 4 with a connector 7 and a connector 8 for a femoral flow chamber.  
f. Connect tubing 5 with the above connector 7 and the tap.  
g. Join both tubes 6 to the tap to close the system and link to the liquid bin.  
h. Insert the stent into the chamber if the experiment requires one. A femoral stent (Lifestent 40 × 8 mm, Bard – Medical Materials, 

Florida, USA) is placed in the middle of the chamber, a carotid stent (Wallstent Monorail 8 × 29 mm, Boston Scientific S.A.S, 
France; Casper 8 × 30 mm, Microvention, France), at the bifurcation of the internal and common carotids and a coronary stent 
(Xience Sierra 4 × 12 mm, Abbott – Medical Materials, Florida, USA) at the bifurcation, mostly in the LAD part and a little in the left 
coronary artery.  

i. Connect the flow chamber to connectors 8 and 9 if necessary.  
4. Perfuse PBS through the system to the liquid bin at the flow rate to be used for the experiment, to clean the tubing and connectors. 

Make sure there are no leaks around the connectors.  
5. Stop the flow, replace PBS by the labeled blood and perfuse it to the liquid bin until all PBS has been cleared from the system.  
6. Once the whole system has been filled with blood, switch to the closed circuit. Tapping on the tubing and flow chamber allows one 

to remove air bubbles.  
7. Observe the chamber under the macroscope (Leica Z16 APO with plan Apo1/×0.57, Leica Microsystems, Nanterre, France; Orca 

Fusion Digital Camera C14440, Hamamatsu, USA) to take time-lapse images. Freeze the scale of intensity. 

2.3.5.2. Perfusion of blood. Prior to a perfusion assay, establish the required rheological parameters for the given experiment. These 
include the desired flow rate according to the flow chamber used, the total volume of blood needed and the duration of perfusion. Strict 
attention should be paid to the volume of blood to be perfused, as a minimum of 150 mL is required. Once the rheological parameters 
have been established, the required volume of whole blood is carefully transferred to the reservoir of the perfusion assembly, labeled 
with DiOC6 and stored at 37 ◦C in the water bath. PBS flow is initiated by starting the peristaltic pump and switching the three-way tap 
to the PBS reservoir, to ensure cleaning of the system before perfusing blood and check for the absence of leaks. Once 100 mL of PBS has 
passed, the pump is stopped to change from the PBS to the blood reservoir. The flow rate is set to 380 mL/min for the carotid and 200 
mL/min for the femoral and LAD coronary flow chambers, reproducing the average flows found in these arteries [19–21]. Blood flow is 
then initiated as described above, switching the three-way tap to the blood reservoir. As PBS is susceptible to activate platelets, the first 
few of milliliters of blood are directed to the liquid bin before the return flow is switched to the reservoir. The perfusion experiment is 
terminated by continuous perfusion of PBS at the same flow rate to remove all non-adherent cells along with RBC. The majority of 
non-adherent cells should be flushed from the tubing within 2 min. 

2.3.5.3. Cleaning of the perfusion system. At the end of an experiment, all tubes and connectors are filled with FlowClean (Beckmann 
Coulter, Villepinte, France), left for 20 min and then rinsed with copious volumes of water without detergent and air-dried. Depending 
on the level of use, the tubing is replaced every two to four months. 

Table 2 
Dimensions of the Watson Marlow pumpsil tubing required for the perfusion system.  

Tubing n◦ a Internal diameter (mm) Wall thickness (mm) Length required (cm) Number of tubes required 

1 6.4 1.6 40 1 
2 6.4 1.6 67 2 
3 6.4 1.6 70 1 
4 6.4 1.6 25 2 
5 6.4 1.6 34 1 
6 6.4 1.6 17 2  

a Refer to Fig. 3A. 

Table 3 
Dimensions of the connectors required for the perfusion system.   

Connector n◦ a 
Internal diameter a (inlet) (mm) Internal diameter b (outlet) (mm) Number of connectors required 

7 6.4 6.4 3 
8 6.4 6.4 2 
9 6.4 4.8 3 
10 6.4 6.4 1 
11 6.4 6.4 2 
12 6.4 6.4 1  

a Refer to Fig. 3B. 
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2.4. Quantification and statistical analyses 

2.4.1. Quantification of platelet aggregates using ImageJ software 
The images obtained during time-lapse monitoring and mapping can be analyzed with several different programs, but we use 

ImageJ software to quantify the fluorescent surface, which corresponds to the platelet aggregates. The edges of the flow chamber to 
analyze are drawn manually and a measurement is made to obtain the whole area. The threshold is then set to cover the platelet 
aggregates formed and the area of the aggregates is determined. Any fluorescence outside the drawn edges due to the chamber material 
is not taken into account. The ratio of the fluorescent area to the total area allows us to quantify and compare the platelet aggregation 
under different conditions. 

2.4.2. Statistics 
Results are expressed as the mean ± standard error of the mean. Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 

software (La Jolla, CA, USA). The statistical significance between different groups was assessed using the Kruskal-Wallis test. The p 
values of <0.05 were considered to be significant (*p < 0.05, **p < 0.01). 

In Fig. 4C–a Kruskal-Wallis test was performed on 4 of the 5 groups; n was the number of experiments performed and thus the 
number of stents used. In the control group, n = 10 but one value was excluded after a ROUT test with Q = 0.5% (GraphPad Prism 
9.4.1); in the Casper group, n = 6; in the Wallstent group, n = 6; in the Lifestent group, n = 4. The Xience group was too small, n = 2, to 
perform an analysis. 

3. Results 

3.1. Monitoring thrombus formation under flow 

Areas of observation are defined according to the flow chamber used. We selected specific regions where thrombus formation on 
stents has been recorded, including the internal carotid artery, the middle of the femoral artery and the bifurcation of the left anterior 
descending (LAD) coronary artery. However, any other region of the chamber can be imaged either in real-time or at the end of the 

Fig. 4. Images of platelet aggregates on stents. 
(A) LAD coronary (left), carotid (middle) and femoral (right) artery stents after perfusion for 1 h with blood labeled with DiOC6. Scale bar: 2 mm. (B) 
Surface area quantification of platelet aggregation on a carotid stent (Casper and Wallstent), a femoral stent (Lifestent) and a LAD stent (Xience) 
(**p = 0.0014; * Wallstent p = 0.0139; * Lifestent p = 0.319). Values are the mean ± standard error of the mean. (C) Scanning electron microscopy 
images of a carotid stent after perfusion with blood for 1 h. Aggregates are observed at the intersection of the stent meshes (left) and are composed of 
tightly packed activated platelets (right). 
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experiment. As whole blood is perfused for 1 h, a picture is taken every 15 s in order to observe the growth of the thrombus on the stent. 
We check for the absence of air bubbles inside the chamber and tubing, before the flow experiment, to avoid air/blood contact which is 
deleterious and might induce artefacts. To eliminate air bubbles, one can remove them by tapping softly on the tubing and chamber. 
We also ensure that the outlet tubing is inserted at the bottom of the blood reservoir, so as to always renew the blood. Moreover, the 
tubing through which blood returns to the reservoir is placed against the reservoir wall to stop the blood “falling” and avoid the risk of 
platelet activation. When the flow experiment is over, the whole chamber is mapped by taking multiple pictures (Fig. 4A). Quanti
fication is performed over the entire area of the stent (Fig. 4B). 

Observation of platelet thrombi using scanning electron microscopy. 
Once the whole chamber has been imaged, it is cut open to extract the stent. This step must be performed carefully and the stent 

should not be manipulated directly to avoid deforming it and thereby damaging the thrombi present on the stent struts. The stent is 
then placed in a Falcon tube and fixed in 2.5 % glutaraldehyde solution (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, Pennsylvania, USA) 
for at least 1 h at 4 ◦C. It is important to entirely cover the stent surface with the fixative solution. After removing the fixator and 
replacing it with cacodylic acid buffer, the tube is placed in a refrigerator at 4 ◦C. The stent can be conserved for several weeks in this 
buffer. 

To dehydrate it, the stent is first rinsed twice in distilled water, before incubating it in aqueous solutions containing increasing 
concentrations of ethanol (75%, 80% and 95%), for 5 min each time. The stent is then incubated twice for 20 min in absolute ethanol. It 
is particularly important not to leave the stent too long in contact with air to avoid its rehydration. Once the stent has been dehydrated, 
it is placed in solutions composed of hexamethyl-1,1,1,3,3,3-disilazane (HMDS, Sigma-Aldrich) and absolute ethanol: 25% HMDS/ 
75% ethanol, 50% HMDS/50% ethanol and 75% HMDS/25% ethanol, for 5 min each time. Finally, the stent is incubated twice for 5 
min in pure HMDS. After drying the stent, sections of interest are cut and fixed on a microscope support with carbon glue. The sections 
are metallized and examined under a scanning electron microscope (Fig. 4C). 

4. Discussion 

The macrofluidic flow perfusion system described here enables an accurate and reliable assessment of the intrinsic thrombogenicity 
of clinically used stents. One major advantage of this model is that it allows us to insert a flow chamber which can mimic any design 
and therefore reproduce any vascular territory of the human body eligible for stenting, including the carotid, femoral and coronary 
arteries. A summary of the advantages and disadvantages of our model as compared to pre-existing ones can be found in Table 4. Such a 
biomimetic chamber enables one to place a stent as it is inserted by a surgeon in a patient. Moreover, applying relevant flow rates in the 
chamber permits one to faithfully mimic the rheological conditions found in human arteries and should help to better evaluate the 
importance of rheology in stent thrombosis. In addition, use of pharmacological agents could help to assess the impact of currently 
used antiplatelet agents on thrombus formation on the stent struts and to define relevant drug concentrations to prevent stent-related 
thrombosis. This macrofluidic device could also be used to screen new drugs under development and thereby identify novel phar
macological strategies to prevent thrombus formation on stents. 

As flow is a recognized major determinant of arterial thrombosis [22–24], our macrofluidic model can be employed to assess the 
importance of hemodynamics in the thrombogenicity of stents. Thus, by combining experimental flows with CFD around the stent 
wires, it is possible to precisely define the impact of local rheology on the thrombus formation occurring on the stent. In particular, a 
better understanding of the importance of the stent-induced flow perturbations triggering thrombosis will open up the possibility of 
developing novel stents that should be less thrombogenic. Such a device is therefore a relevant and cost-effective experimental model 
which should be of interest to companies working on new stents. The development of less thrombogenic stents could enable us to adapt 
therapeutic strategies to use less aggressive antiplatelet therapies and as a consequence, might reduce side effects such as hemorrhages. 

Our macrofluidic flow system represents a very attractive platform to evaluate the thrombogenicity of stents under development. 
Indeed, the existing models present major limitations, notably because they do not reproduce the geometry of human vessels and 

Table 4 
Advantages and disadvantages of our model as compared to pre-existing ones.  

Chandler loop system  • Advantages: permits one to evaluate multiple conditions simultaneously. The passive flow avoids the traumatizing effect of 
an active pumping system.  

• Disadvantages: does not allow the insertion of a chamber mimicking the geometry of a vessel, so the pathophysiological 
conditions found in patients are not faithfully reproduced. The partial filling of the loop creates a large air/fluid interface, 
which can induce major artefacts. 

Annular perfusion chamber  • Advantage: the cylindrical design of the chamber allows the evaluation of stents under laminar blood flow.  
• Disadvantages: the chamber does not reproduce the geometry of arteries, thus poorly mimicking the clinical situation. The 

blood is in contact with the external and not the internal side of the stent. 
Circular bench-top perfusion 

model  
• Advantage: possibility of combining several systems and therefore testing various conditions at once.  
• Disadvantage: permits the insertion of a flow chamber but no study appears to have been performed. 

Haemobile perfusion system  • Advantage: the rotating motor generates relevant flow rates.  
• Disadvantage: does not permit the insertion of a flow chamber. 

Our closed circuit macrofluidic 
model  

• Advantages: uses a chamber having the dimensions of human arteries. Allows the insertion of a commercial stent as in 
patients. Relevant rheological conditions can be employed.  

• Disadvantages: one experiment uses significant amounts of blood and reagent. The peristaltic pump does not reproduce the 
physiological pulsatile flow.  
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therefore do not mimic the hemodynamics in human arteries. The thrombogenic potential of new stents is often evaluated in large 
animal models such as pigs and sheep. Although large animals have the advantage of reproducing both primary and secondary he
mostasis, they also entail some important limitations including ethical issues, the elevated costs of large animals and species differ
ences linked to the hemostatic system. Hence the model proposed here represents an interesting screening device which could be 
applied before testing in animals. 

While the design of the chambers described in this work mimics the geometry of healthy vessels based on dimensions reported in 
the literature, the method can also be used to reproduce diseased vessels since the fabrication relies on a 3D printed scaffold which can 
easily be adapted. Trying to mimic the topography of diseased vessels could help to better resolve the issues related to stent thrombosis 
in in vitro models and would thus represent an interesting step forward in our understanding of this harmful complication of 
angioplasty. 

The use of living animals has a distinct advantage over in vitro flow systems since it better reproduces physiological conditions with 
the activation of coagulation. Moreover, if experiments are performed ex vivo (as in the arterio-venous shunt model), several tubes can 
be connected in parallel and therefore several conditions may be tested at once, which is not possible using our blood flow assay. 
However, the in vitro macrofluidic system we describe here has numerous advantages including the fact that it does not require a living 
animal, which is in line with the desired reduction and replacement of animals in scientific research. It is cost-effective as it can 
generate a useable amount of experimental results at relatively low cost. Another great advantage is that it uses human and not animal 
blood and therefore avoids species-specific results. Finally, an in vitro model allows one to precisely control numerous parameters in 
order to obtain similar conditions in all experiments. 

4.1. Limitations of the model 

Although the macrofluidic flow system described here is a new and remarkable model to investigate the intrinsic thrombogenicity 
of clinically used stents, it still has some limitations. 

The first is the use of a peristaltic pump, which produces a semi-constant blood flow instead of a pulsatile flow. An upcoming 
development would be to use a pulsatile pump in order to better mimic the fluid dynamics in human vessels. This step remains 
challenging as even in microfluidic studies, the pulsatility is almost never taken into account by the investigators due to technical 
difficulties. Additionally, the use of connectors integrating more smoothly into the system would allow one to improve the flow 
transitions in the device. 

Another limitation of the macrofluidic flow system is that the chambers do not mimic the rigidity of diseased vessels. It could be 
interesting to modify the fabrication of the chambers or employ other materials with different rigidity and study the impact on 
thrombus formation in the stents. 

Moreover, the use of hirudinated whole blood does not allow us to evaluate the role of coagulation in thrombus formation on stents 
as the conditions are non-coagulant. To employ another anticoagulant as in recalcified citrated whole blood could be an interesting 
development in the close future, but this variant would be complex since coagulation permits thrombus formation throughout the 
system and could block the blood flow. In the future, lining of the chambers with endothelial cells might also be integrated into the 
models [25,26]. 

5. Conclusion 

In summary, the model we describe here represents a powerful new platform to evaluate the thrombogenicity of clinically used 
stents and stents under development and opens up new perspectives to design novel and less thrombogenic stents. 
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Conclusion 

 Ce manuscrit décrit un nouveau système de perfusion macrofluidique basé sur 

l’utilisation de chambres aux dimensions et à la géométrie d’artères humaines d’intérêt, 

comme la carotide, la fémorale et les coronaires. Le système de perfusion macrofluidique 

fournit une évaluation précise et fiable de la thrombogénicité intrinsèque des stents utilisés 

en clinique. L'un des principaux avantages de ce modèle par rapport à ceux retrouvés dans la 

littérature est qu'il permet d'insérer une chambre qui peut imiter n'importe quel vaisseau 

humain et dans laquelle des stents utilisés en clinique sont introduits, reproduisant ainsi des 

conditions d’écoulement pertinentes. Toutefois, le dispositif nécessite de grands volumes de 

sang et de réactifs pour un flux et la pompe péristaltique ne reproduit pas le flux pulsatile.  

Ce système peut être utile pour évaluer les stents en cours de développement afin de 

déterminer les moins thrombogènes. Il évalue également chaque paramètre du stent 

(matériaux, design, coating) séparément afin de développer un stent le moins thrombogène 

possible, facilitant éventuellement l’adaptation des stratégies thérapeutiques en utilisant des 

thérapies antiplaquettaires moins agressives et, par conséquent, de réduire les effets 

secondaires tels que les hémorragies. Enfin, ce modèle ouvre aussi la possibilité d’étudier la 

thrombose de stent en combinant ses deux déterminants, à savoir un coating à la plaque 

d’athérosclérose sur lequel serait placé un stent. 
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Introduction 

Les patients victimes d’une lésion en tandem présentent un AVC ischémique dont 

l’origine de l’embole occlusif provient d’une thrombose qui se forme à la suite de la rupture 

d’une plaque d’athérosclérose dans la carotide. Le traitement de ces patients repose d’une 

part sur une thrombectomie et/ou une thrombolyse pour recanaliser l’artère cérébrale 

bouchée, et d’autre part sur le placement d’un stent au niveau de la carotide afin d’éviter une 

récidive. La complication la plus sévère du stenting est la thrombose de stent, qui présente un 

taux de morbi-mortalité très élevé, notamment dans ce groupe de patients, avec une 

incidence moyenne autour de 20 %. Les deux déterminants de la thrombose de stent sont la 

plaque d’athérosclérose sur laquelle le stent est implanté, et le stent en lui-même. Une 

compréhension approfondie de la thrombogénicité intrinsèque des stents utilisés en clinique 

est cruciale pour développer des stents moins thrombogènes et améliorer la prise en charge 

des patients victimes d'un AVC en tandem. 

L’objectif de mon troisième article de thèse a consisté à évaluer la thrombogénicité 

intrinsèque des stents carotidiens placés au niveau de la bifurcation carotidienne, en utilisant 

le modèle macrofluidique décrit précédemment. J’ai tout d’abord caractérisé le système de 

perfusion et les chambres macrofluidiques, notamment en évaluant la réponse des plaquettes 

à différents agonistes en agrégométrie et en m’assurant que les plaquettes n’adhèrent à la 

paroi de la chambre que lorsque des protéines adhésives sont déposées dessus. J’ai ensuite 

implanté deux stents carotidiens utilisés en clinique, le Casper et le Wallstent, qui présentent 

des caractéristiques différentes, afin d’évaluer leur thrombogénicité intrinsèque. J’ai aussi 

cherché à corréler les résultats observés à ceux obtenus chez les patients, afin de m’assurer 

que mon modèle et mes observations ont une pertinence clinique. Je me suis également 

intéressée aux mécanismes par lesquels les plaquettes adhèrent et agrègent au stent en 

utilisant différents agents pharmacologiques. Enfin, nous avons conçu de nouveaux stents qui 

pourraient concourir à réduire la thrombogénicité intrinsèque des stents et les avons évalués 

dans le dispositif macrofluidique afin de déterminer s’ils avaient le potentiel de représenter 

un avantage pour les patients. 

Ce travail, pour lequel je signe premier auteur, a été soumis courant 2024 dans le 

journal Advanced Sciences. 
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Key Points:  

 Patients with tandem lesions present massive thrombosis in the carotid bifurcation. 

 Development of a relevant macrofluidic model to study the thrombogenicity of stents. 

 Clinically used carotid stents are highly thrombogenic per se. 

 Stents generate a thrombogenic high shear environment in the lumen of the carotid. 

 The macrofluidic model has the potential to reduce testing in large animal models. 
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ABSTRACT 

Background: Stent thrombosis is a very serious complication of angioplasty with stenting, as 

evidenced by the associated morbi-mortality events. Its incidence is particularly elevated after 

emergent carotid stenting in acute ischemic stroke patients, reaching 20 %. Objectives: A 

better understanding of the mechanisms driving stent thrombosis will open up new avenues 

to limit this alarming complication. Its two main determinants are the ruptured atherosclerotic 

plaque and the stent itself, whose particular role in the process remains unknown. Methods: 

Using a new macrofluidic model mimicking the geometry of the human carotid artery, the 

intrinsic thrombogenicity of carotid stents was evaluated. Results: Real-time video microscopy 

combined with scanning electron microscopy revealed that two widely used commercial 

stents are thrombogenic and promote the formation of a massive thrombus in the carotid 

bifurcation. This result was consistent with a retrospective clinical study in stented patients 

presenting a tandem lesion. Moreover, a stent lying in the carotid bifurcation of the 

macrofluidic model generated a prothrombotic high shear environment, triggering 

thrombosis, which was prevented in the presence of aspirin or abciximab. Finally, stents with 

a new design could avoid the formation of large thrombi in the carotid bifurcation, opening 

up the perspective of new ways to prevent carotid stent thrombosis. Conclusions: Stents 

placed inside the carotid bifurcation are responsible for a massive thrombus formation that 

could lead to stent thrombosis. The absence of mesh prevents its formation. 

 

Key words: macrofluidic system, carotid stent, stent thrombogenicity, carotid bifurcation 
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INTRODUCTION 

Platelets play a major role in arterial thrombosis through their ability to adhere, 

activate and aggregate at sites of atherosclerotic plaque rupture in a diseased artery. Platelet 

thrombi can become occlusive and result in life-threatening ischemic pathologies such as 

myocardial infarction or ischemic stroke [1]. Blood flow is well known to regulate many 

aspects of platelet function including their adhesion, activation and aggregation at sites of 

vessel injury during hemostasis [2]. The flow disturbances appearing in a diseased vessel are 

also known to be a major factor triggering arterial thrombosis [2]. Indeed, an evolved 

atherosclerotic plaque profoundly modifies the local geometry and generates altered blood 

flows which are highly thrombogenic [3]. Shear gradients and elongational flows occurring in 

the post-stenotic area facilitate the unfolding of von Willebrand factor (vWF) and thereby 

hasten a process of enhanced thrombus growth [4]. In addition, the high shear found in the 

stenosis throat can likewise exceed the levels required for vWF unfolding and trigger platelet 

aggregation. Finally, flows are deeply modified in the post-stenotic region, with low shear 

pockets, eddies and regions of recirculation, all of which are strongly thrombogenic [3].  

Antiplatelet agents are the cornerstone of the treatment of arterial thrombosis. The 

current standard of care relies on dual antiplatelet therapy (DAPT) which combines aspirin and 

a P2Y12 receptor inhibitor and aims at limiting platelet activation [5]. Aspirin irreversibly 

inhibits cyclooxygenase (COX) 1 to prevent the synthesis of thromboxane A2 (TxA2), a strong 

platelet agonist, while P2Y12 antagonists such as clopidogrel or prasugrel impair adenosine-5’-

diphosphate (ADP)-mediated platelet activation. A third class of antiplatelet drugs, namely 

integrin αIIbβ3 blockers, directly impair platelet aggregation. Despite the high efficiency of 

these agents, their use is limited to acute events as they entail a high risk of hemorrhage [5].  
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In ischemic stroke patients, the standard pharmacological approach relies on 

thrombolysis, notably with recombinant tissue plasminogen activator (rtPA), to dissolve an 

intracranial clot. Since 2015, in eligible patients, endovascular thrombectomy is used to 

mechanically remove the intracranial clot [6]. Nevertheless, 15 to 20 % of ischemic stroke 

patients present ongoing carotid stenosis or occlusion, a so-called tandem lesion, which 

requires implantation of a stent to limit the risk of embolization and stroke recurrence [7,8]. 

A major drawback of this procedure is acute stent thrombosis (ST), which is an independent 

predictor of an unfavorable neurological outcome [8–10]. Moreover, recent reports suggest 

that the incidence of ST is very elevated following emergent carotid stenting during stroke 

thrombectomy, with an occurrence of 8.8 to 28.2 %, confirming that it represents a major 

health issue, with very limited options for efficient treatment [8,10–13]. A thorough 

understanding of the intrinsic thrombogenicity of clinically used stents is crucial to develop 

less thrombogenic stents and ultimately to improve the management of stroke patients. 

In this study, we applied an original and relevant macrofluidic model to the in-depth 

characterization of the thrombogenicity of clinically used carotid stents [14]. We combined an 

experimental approach using the macrofluidic device with a computational fluid dynamics 

(CFD) analysis to precisely define the rheological conditions triggering thrombosis in a stent in 

the carotid bifurcation. Our results were confirmed by a retrospective clinical study in patients 

with tandem lesions, showing a massive thrombus occurring in the bifurcation. Finally, we 

propose an alternative stent design as a solution to limit the formation of a large thrombus in 

the carotid bifurcation. 
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MATERIALS AND METHODS 

Materials  

The software Autodesk Fusion 360 was from Autodesk Inc. (San Rafael, CA, USA). The 3D 

printer Photon S and its UV resin were from Anycubic (Ginsheim-Gustavsburg, Germany), the 

3D printer Form 3B+ and its UV resin from Formlabs GmbH (Berlin, Germany). Varnish was 

from Rust-oleum (Herblay-sur-Seine, France), acrylic mastic from Würth (Erstein, France) and 

silicone elastomer Elastosil RT601 A/B from Wacker Chimie SAS (Lyon, France). Absolute 

ethanol and acetone were from vWR Chemicals (Fontenay-sous-Bois, France) and 

recombinant hirudin was from Transgene (Illkirch-Graffenstaden, France). ADP, fatty acid-free 

human serum albumin (HSA), calcium chloride (CaCl2), magnesium chloride (MgCl2) and 

hexamethyl-1,1,1,3,3,3-disilazane (HMDS) were from Sigma-Aldrich (Lyon, France). Collagen 

was from Takeda (Horm, Linz, Austria), DiOC6 (3,3´-dihexyloxacarbocyanine iodide) from 

Molecular Probes (Paisley, United Kingdom) and Dulbecco's phosphate-buffered saline (PBS) 

from ThermoFisher Scientific (Illkirch-Graffenstaden, France). The peristaltic pump 530U/R 

and pumpsil tubulars and connectors were from Watson-Marlow (La-Queue-Les-Yvelines, 

France). The Leica Z16 APO macroscope was from Leica Microsystems (Nanterre, France), the 

APACT 4004 aggregometer from ELITechGroup (Puteaux, France) and the platelet counter 

Sysmex XN-1000 from Sysmex France (Roissy, France). Casper carotid artery stents were from 

Microvention France (Saint-Germain-en-Laye, France) and Wallstents from Boston Scientific 

SAS (Voisins-le-Bretonneux, France). Glutaraldehyde was from Electron Microscopy Sciences 

(Hatfield, Pennsylvania, USA). The University Hospital of Strasbourg supplied abciximab 

(ReoPro) and aspirin. 
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Blood donation  

In order to be eligible for the trial, donors had to be volunteer healthy adults between 18 and 

70 years old. They were unpaid for the trial and donation. They were recruited and screened 

according to institutional guidelines from the French Blood Institute (Etablissement Français 

du Sang) and the in-force french regulations relative to blood donors’ selection. They had to 

be free of anti-platelet drugs intake, for at least 10 days for aspirin and 3 days for non-steroid 

anti-inflammatory drugs. They were orally and writtenly informed of the partial or total use of 

their blood donation for research purposes, and signed an informed consent form before 

starting the trial.  

Blood (45 mL) was collected into a Falcon tube containing hirudin (5 mL, final concentration: 

100 U/mL) and kept at 37°C. The first few milliliters of blood were discarded to avoid platelet 

activation.   

 

Fabrication of the carotid artery chamber  

The chamber was modeled  based on the average dimensions of a human carotid artery [15–

18]. A RT601 silicon model was produced as previously described [14,19,20]. 

 

Perfusion of blood through a collagen-coated chamber  

A collagen suspension (500 μL containing 200 μg/mL) was deposited in the internal carotid 

chamber, which was left for 1 h at room temperature. The chamber was then passivated with 

1 % HSA (3 mL) for 30 min at room temperature and rinsed with PBS supplemented with CaCl2 

(2 mmol/L) and MgCl2 (1 mmol/L). Human whole blood (200 mL) collected into hirudin 

(100 U/mL) was perfused for 60 min through the macrofluidic flow chamber in a closed circuit 
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at 37 °C using a peristaltic pump. The macrofluidic model has already been described 

previously [14]. 

 

Flow experiments in the macrofluidic flow chamber 

Stents (commercial or developed for us) were deployed in the flow chamber at a similar 

position as in patients presenting carotid thrombosis, i.e., in the common carotid, the carotid 

bulb and the internal carotid, using a catheter allowing self-expansion of the stent. The flow 

system, composed of tubing, connectors, a peristaltic pump and the chamber, was assembled 

and installed and the blood reservoir placed in a water bath at 37 °C. The system was primed 

with PBS 1X to remove air bubbles and check for the absence of leaks. Human whole blood 

collected into hirudin (100 U/mL) and incubated with DiOC6 (1 μmol/L) to label platelets was 

then perfused at 380 mL/min (mean flow rate and wall shear rate (WSR) in the human carotid) 

through the circuit for one hour. Platelet adhesion and thrombus formation were visualized 

in real time using a fluorescence macroscope.  

 

Platelet aggregation  

Blood perfused through the macrofluidic flow system was collected at different time points 

and centrifuged at 250 g for 16 min to obtain platelet-rich plasma (PRP). PRP was stored in a 

water bath at 37°C for 30 min before initiating aggregation with exogenous agonists (5 µmol/L 

ADP or 2.5 µg/mL collagen) and measuring the variation in light transmission over time.  

 

Scanning electron microscopy 

Stents were fixed for one hour with 2.5 % glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer 

(pH 7.3, 305 mOsm) containing 2 % sucrose. They were then washed twice with distilled water 
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and the adherent platelets were dehydrated in graded ethanol solutions. After replacement 

of ethanol by HMDS, the samples were air-dried, sputtered with platinum and examined under 

a Hitachi scanning electron microscope (Tokyo, Japan) [21]. 

 

Retrospective review of patients  

The retrospective study of patients treated with angioplasty for a tandem lesion at the 

University Hospital of Strasbourg (Strasbourg, France) included 147 patients included between 

2012 and 2022. The angiography images were defined in four areas: the internal carotid, the 

bifurcation, the external carotid and the common carotid. Stent thrombosis was detected at 

the discretion of the practitioner. 

 

Computational fluid dynamics 

Computational fluid dynamics (CFD) simulations were used to investigate the shear stress and 

flow patterns in a native (i.e., non-stented) carotid bifurcation as compared to a stented 

bifurcation. Two stents were considered, namely the Casper stent and the Wallstent, which 

were also analyzed in a straight vessel. The stents and vessels were modeled using SolidWorks 

CAD software. For the carotid, we employed the CAD microfluidic chamber model. The straight 

vessel was designed to mimic a 6 mm diameter in the carotid. The dual-layered Casper stent 

was modeled with an 8 mm diameter, a 30 mm length, a 120 µm outer wire and 30 µm base. 

The single-layered Wallstent featured a diameter of 8 mm, a length of 29 mm and a wire 

diameter of 120 µm.  A braiding angle of 50 degrees was applied in both stents [22]. The 

simulation geometries were designed with the stents reconstructed within the carotid model 

to conform to the vessel lumen. First, the stents models were positioned to be aligned 

concentrically with the carotid inlet vessel. Following this step, the stent was bended and 
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oriented to align with the internal carotid artery via using the software Blender®. To simplify 

the mesh and CFD analysis, the area where the stent obstructs blood flow to the external 

carotid artery was retained, while the remaining stent geometry was removed. The models 

were meshed and the flow was simulated using OpenFOAM. All other models were meshed 

using ANSYS GAMBIT 21 R2 and the simulations were conducted using ANSYS Fluent 21 R2. 

The element type used as well as the final number of elements constituting the different 

meshes are listed in Table 1. The flow simulation conditions were chosen to be a constant 

laminar incompressible flow. Newtonian rheology was assumed due the existing arterial strain 

rates where Newtonian behavior dominates  and as widely used in carotid bifurcation 

simulations [20,23,24]. The average flow rate was taken to be 380 mL/min and the dynamic 

viscosity and density of blood to be 3.5 × 10−3 Pa/s and ρ = 1080 kg/m3, respectively. 

Gravitational forces were assumed to be negligible [20,25] and the model was assumed to be 

rigid [24]. 

 
Table 1: Mesh types and numbers of elements 

Geometry Mesh type Number of elements 

Carotid Tetrahedral, Prism 1,000,000 

Casper stent in carotid Tetrahedral, Prism 24,000,000 

Wallstent in carotid Tetrahedral, Prism 48,000,000 

 

Development of an alternative stent design limiting thrombus formation 

Stents with an opening to be placed facing the carotid bifurcation were produced using the 

hexagonal braiding machine of the Institut für Textiltechnik of RWTH Aachen University 

(Aachen, Germany). A detailed description of the braiding process can be found elsewhere 

[26]. The stents had a diameter of 8 mm, a length of 40 mm and a 10 mm diameter opening 
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in the center of the stent. They consisted of 24 nitinol wires (Fort Wayne Metals Research 

Products, LLC, Indiana, USA) with a diameter of 100 µm, braided in a one-over-one-under 

pattern.  The braiding angle was about 58°. The stent units obtained were heat set in an oven 

at 600 °C for 20 min and then left to cool at room temperature. After fabrication, the units 

were cleaned in an ultrasonic bath, immersed in ethanol and finally dried. Braided stents with 

the same parameters but without the opening were also produced as controls.  

 

Statistics 

Results are expressed as the mean ± the standard error of the mean. Statistical analyses were 

performed using GraphPad Prism software (La Jolla, CA, USA). Statistical significance between 

two groups was evaluated with the Mann-Whitney test or Student’s t-test, according to the 

Gaussian law observed, while statistical significance between several different groups was 

evaluated with the Kruskal-Wallis test. Values of p < 0.05 were considered to be significant (* 

p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001). The outliers in Figures 4A, 4D and 6E 

were determined using Grubb’s test. 

 

RESULTS 

Development and characterization of a novel and relevant macrofluidic model mimicking 

the human carotid artery. Based on a 3D-printed scaffold, we developed a flow chamber 

made of elastosil which reproduces the exact anatomy of the adult human carotid bifurcation, 

comprising the regions of the common, internal and external carotids (Figures 1A, B). 

Computational fluid dynamics (CFD) showed that flow disturbances accompanied by regions 

of low WSR occurred at the entrance to the internal carotid artery (Figure 1C), which is very 

similar to what has been reported in patients [27–29]. The macrofluidic chamber was inserted 
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into a closed flow system through which human whole blood was perfused at 380 mL/min, 

reproducing the average physiological WSR in the human carotid (Figure 1D) [30]. Using a 

Born-type aggregometer, we established that perfusion of blood through the macrofluidic 

device for up to one hour caused no alteration in the functional responses of platelets, as they 

aggregated normally in response to collagen (2.5 µg/mL) (Figures 1E, F) and ADP (5 µmol/L) 

(Supplemental Figure 1). We next perfused whole blood incubated with DiOC6 through a 

chamber in which the internal carotid region had been coated with type I fibrillar collagen 

(200 µg/mL). Platelets labeled with DiOC6 accumulated exclusively on the collagen coating, no 

specific signal being detected in the uncoated regions passivated with HSA, within the same 

chamber or in a control chamber (control: 0.4 ± 0.1 x 105 µm²; collagen: 261.6 ± 1.5 x 105 µm²; 

p<0.0001) (Figures 1G, H). Scanning electron microscopy (SEM) confirmed the formation of 

very large thrombi composed of tightly packed platelets (Figure 1I). Altogether, these results 

validated the macrofluidic system as a model well adapted to study real-time platelet 

adhesion and aggregation under hemodynamic conditions relevant to the carotid artery. 

 

The carotid bifurcation is a preferential site of thrombus formation on stents. To evaluate 

the thrombogenicity of commercial stents, we implanted them in the common and internal 

carotid regions of our macrofluidic chamber, specifically designed to reproduce the geometry 

of the human carotid artery (Figure 2A). We tested two different types of stent, a Casper stent 

and a Wallstent, which differ in their geometry and material, being respectively a dual-layered 

nitinol stent and a single-layered elgiloy stent (Figure 2B). Perfusion of hirudinated human 

whole blood incubated with DiOC6 led to the appearance of a fluorescent signal, which was 

restricted to the stented areas. This signal seemed to be specific as no fluorescence was 

detected in non-stented chambers or in regions where no stent had been implanted. We 
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observed a diffuse signal outlining the stent and very strong fluorescence in the bifurcation 

area, suggesting the formation of a massive thrombus several millimeters long (Figure 2C). 

Quantification of adherent platelets indicated that large thrombi formed in both Casper stents 

and Wallstents (control: 0.18 ± 0.16 x 105 µm²; Casper: 14 ± 4.3 x 105 µm²; Wallstent: 13.2 ± 

6.6 x 105 µm²; p=0.0005) (Figure 2D). The average thrombus size was 200 times bigger than 

classical thrombi observed on immobilized collagen in microfluidic chips. SEM showed that 

the thrombi were compact and composed of tightly packed platelets which had contracted 

and extended filipodia (Figure 2E), pointing to a high level of activation. These findings 

indicated that both types of carotid stent extensively used in clinical practice, the Casper stent 

and the Wallstent, are intrinsically thrombogenic and promote the formation of a massive 

thrombus in the carotid bifurcation. 

 

Large thrombi form on stents in the carotid bifurcation of patients with tandem lesions.  To 

determine whether our experimental observations in the carotid bifurcation had clinical 

relevance, we performed a retrospective study on 147 stroke patients with tandem lesions 

who underwent emergent carotid stenting at the University Hospital of Strasbourg. Among 

these 147 patients, 31 (21.1%) presented ST, which is in agreement with other reports 

describing the incidence of ST in patients with tandem lesions to range from 8.1 to 28.2 % 

[8,10–13] (Figure 3A). As expected, all patients with ST presented a thrombus in the internal 

carotid, as this is a particularly thrombogenic region where the injured atherosclerotic plaque 

is located (Figures 3B, C) [31]. Interestingly, we found that 12 (38.7 %) of the 31 patients with 

ST displayed thrombi in the carotid bifurcation (Figures 3B, C). This represents an 

unexpectedly high value considering that this area is devoid of any thrombogenic 

atherosclerotic plaque. Thus, this result confirms our in vitro observation and indicates that 
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the presence of a stent in the carotid bifurcation generates a hot spot of thrombosis, which 

has clinical relevance. 

 

Characterization of the thrombogenic flows generated by stents in the carotid bifurcation 

using computational fluid dynamics. To gain insight into the nature of the blood flow in a 

stented chamber in the region of hot spot thrombosis, we used a CFD approach. We modeled 

the Casper stent and Wallstent configurations and placed them in the carotid bifurcation 

(Figure 4A). Using CFD, we examined the blood velocities and WSR produced in the stents. 

The results showed that in the areas where the blood flows rapidly through the stent towards 

the internal carotid, the WSR at the stent walls are abnormally high and can exceed 10,000 s-

1. Furthermore, we found that the Casper stent generated higher shear rates near the 

bifurcation, whereas in the Wallstent the shear rate was more diffuse around the external 

carotid entrance while still reaching elevated levels near the bifurcation (Figures 4B, C). Such 

elevated WSR and flow conditions are usually associated with high shear thrombosis [32,33]. 

These pathological levels of shear and flow impingement leading to high shear thrombosis 

also agree well with experimental and clinical results showing the rapid formation of large 

thrombi at these sites. 

 

Aspirin and abciximab efficiently prevent the formation of a large thrombus in a stent in the 

carotid bifurcation. To prevent ST in patients with tandem lesions undergoing angioplasty, the 

current standard of care is aspirin. We found that platelet accumulation in a stent in the 

carotid bifurcation was efficiently reduced in the presence of aspirin for both Casper stents 

(control: 29.9 ± 5.8 x 105 µm²; aspirin: 8.1 ± 3 x 105 µm²; p=0.0036) and Wallstents (control: 

21.3 ± 6.3 x 105 µm²; aspirin: 9.3 ± 2.6 x 105 µm²; p > 0.05) (Figures 5A, B). This indicated that 
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aspirin prevents the formation of large thrombi directly in the stent. Similar results were 

obtained with abciximab, which targets integrin αIIbβ3. Indeed, a profound impairment of 

platelet accumulation in the bifurcation was observed in Casper stents (control: 14 ± 2.4 x 105 

µm²; abciximab: 3.4 ± 1 x 105 µm²; p=0.0018) and Wallstents (control: 19.6 ± 6.2 x 105 µm²; 

abciximab: 2.5 ± 1.2 x 105 µm ²; p=0.0111) (Figures 5C, D). We could conclude from these 

results that the integrin αIIbβ3 and TxA2 pathways play a major role in platelet adhesion and 

aggregation in both Casper stents and Wallstents. 

 

New stent design with an opening to avoid thrombus formation in the carotid bifurcation. 

The main finding of our study was the formation of a massive thrombus in stents lying in the 

bifurcation of the carotid artery, both in a relevant experimental macrofluidic model and in 

patients. This suggested that developing a stent with an opening to avoid the presence of stent 

wires in the bifurcation might represent an interesting strategy to prevent ST. To test our 

hypothesis, we constructed two nitinol wire braided stents, one of them having an opening in 

its center (open stent) to be placed facing the lumen of the external carotid artery and the 

other fully braided (full stent) (Figure 6A). Perfusion of hirudinated human whole blood 

through stented flow chambers confirmed the occurrence of a thrombus in the bifurcation of 

the full stent (Figure 6B). We found that the full stent was nevertheless less thrombogenic 

than the Casper stent, as it did not always lead to thrombus formation in the bifurcation 

(Figure 6C). This might at least partially mimic the clinical situation whereby thrombosis does 

not occur in all patients. Quantification of platelet adhesion showed that the full stent was 

much more thrombogenic than the open stent (full stent: 11.3 ± 2.9 x 105 µm²; open stent: 2.1 

± 0.5 x 105 µm²; p=0.0286) (Figures 6D, E). It was thus possible to design a stent with an 

opening in its center having the potential to avoid formation of a thrombus in the carotid 
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bifurcation. This form of stent could represent a new therapeutic solution to limit ST in 

patients with tandem lesion. 

 

DISCUSSION 

In this work, we developed and characterized the first macrofluidic model closely 

mimicking the geometry of the human carotid artery and ideally suited to study the intrinsic 

thrombogenicity of clinically used stents. We provide evidence that two stents widely used in 

clinical practice, namely the Casper stent and the Wallstent, are thrombogenic, as they trigger 

formation of a massive white thrombus in the carotid bifurcation. This observation is clinically 

relevant as an important number of patients suffering from ST present a thrombus in the 

bifurcation of their carotid stent. One major cause of this thrombosis is the high shear 

environment engendered by the stent lying in the lumen of the bifurcation. Thrombus 

formation in stents was found to be sensitive to aspirin and αIIbβ3 integrin blockers. We also 

designed a new form of stent adapted to the carotid, which avoids generation of a large 

thrombus in the bifurcation. This represents a potential solution to limit ST in tandem lesion 

patients undergoing angioplasty with stenting. 

Our experimental model allows one to study the intrinsic thrombogenicity of clinical 

stents and stents under development. As compared to existing models such as the Chandler 

loop, the annular perfusion chamber or the Haemobile perfusion system, our macrofluidic 

device has the advantage of incorporating a flow chamber with the exact dimensions of the 

human carotid artery [34–36]. Our system marks a step forward towards the development of 

a biomimetic device. Firstly, it allows the insertion of a stent as it is done in clinical practice by 

a neuroradiologist. Secondly, the specific geometry of the chamber permits the placement of 

a stent extending from the common carotid to the internal carotid similarly as in patients. 
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Such relevant positioning of the stent allows one to mimic the rheological conditions found in 

stented patients with a tandem lesion. This is of crucial importance, as it is well known that 

rheology is a key regulator of platelet function and a major trigger of arterial thrombosis 

[2,3,37]. Thus, reproducing the pathophysiological flow conditions in vitro enables us to 

investigate ST in a more relevant way. The 3D-printed scaffolds to cast the chamber can be 

easily generated, so that one may envisage producing flow chambers mimicking any type of 

human vessel. This opens up the possibility of studying ST in any vessel including the femoral 

or coronary arteries and assessing the intrinsic thrombogenicity of stents implanted in all 

vascular territories. 

The materials used to make medical implants are known to trigger a biological 

response and to represent a major source of unwanted side effects [38–40]. This is also true 

for the materials composing stents, which support platelet adhesion and activation and 

promote thrombus formation [41–43]. The stent surface can also activate the contact 

pathway and facilitate coagulation, which generates thrombin, the most potent platelet 

agonist and a major trigger of arterial thrombosis [41]. Our results confirm that platelets 

adhere, become activated and aggregate on artificial surfaces such as nitinol and elgiloy, 

indicating that both these materials are thrombogenic in nature. These results also show that 

our model is particularly well suited to evaluate the thrombogenicity of current and newly 

developed clinical stents. In addition, the macrofluidic device could represent an attractive 

platform to screen new stent materials under development, allowing evaluation of their blood 

compatibility and thrombogenicity. Finally, it could also be used to assess the impact of 

original surface treatments or new stent coatings, like antiplatelet agents, which further 

highlights the potential of such a model for the development of new stents. The flow device 
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described here could be employed for preclinical screening before experiments in large 

animals like pigs or sheep and therefore presents an obvious ethical advantage. 

While it is evident that the material is a major cause of the intrinsic thrombogenicity 

of stents and hence of ST, our study highlights the importance of the stent design. We 

demonstrate that the main reason why the design can be deleterious is its ability to modify 

local flow around the wires and to generate disturbed prothrombotic flows. Thus, we provide 

solid evidence that a stent lying in the lumen of the carotid artery is highly thrombogenic due 

to the generation of a high shear region. Moreover, it is well documented that elevated WSR 

exceeding 5,000 s-1, like those encountered in stents implanted in the carotid bifurcation, are 

strongly prothrombotic, notably through their potential to unfold vWF [37]. This exposes a 

cryptic binding site for the platelet receptor GPIb, thereby initiating thrombosis. In summary, 

our results emphasize that in addition to the material, the form of the stent and its impact on 

rheology should be investigated in more detail in order to limit ST. One may also use CFD to 

identify forms which should be less prone to trigger a thrombotic response. 

To prevent the occurrence of a thrombus at the carotid bifurcation, we developed a 

new single-layered nitinol stent with (open stent) or without (full stent) a hole in its center, to 

be placed in the bifurcation. The full stent allowed the formation of a large thrombus at the 

bifurcation, approaching those found in the Casper stent or the Wallstent. However, while the 

Casper stent generated a thrombus in almost all experiments performed, the full stent and 

the Wallstent were less thrombogenic. This disparity cannot be explained by the material, 

since the Casper stent is made of the same metal as the full stent, i.e. nitinol, whereas the 

Wallstent is made of elgiloy. A possible explanation for the difference in thrombogenicity 

might be the material structure, as the Casper stent is dual-layered while the other two stents 

are mono-layered. This hypothesis is corroborated by studies showing that dual-layered stents 
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are generally more thrombogenic, although these reports do not indicate where the thrombus 

formation occurs [44–47]. 

We also observed that use of aspirin efficiently reduced thrombus formation in our 

macrofluidic model, which is in agreement with clinical practice, where aspirin is the current 

standard of care to prevent ST [48]. Nevertheless, it should be mentioned that around 20 % 

of patients treated with aspirin still develop ST [8,11] and that alternative strategies are 

needed. Our device offers the possibility of testing other pharmacological agents to define 

more effective pharmacological strategies for the benefit of patients. 

In conclusion, we have developed and characterized a macrofluidic model with a flow 

chamber mimicking the human carotid artery, which is suitable to evaluate the intrinsic 

thrombogenicity of clinically used stents. We observed formation of a massive thrombus in 

the carotid bifurcation, which appears to be relevant to pathophysiology, since about 40 % of 

patients with ST present a thrombus in this region. The main trigger of this thrombotic event 

was found to be the high shear generated by the stent wires lying in the lumen of the 

bifurcation. We also propose a new type of stent designed to avoid formation of a thrombus 

in the carotid bifurcation. The macrofluidic device described in this study has the potential to 

allow one to assess the intrinsic thrombogenicity of a wide variety of stents, to appraise new 

designs and surface treatments or coatings aimed at reducing their thrombogenicity. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1: Characterization of the macrofluidic flow system. (A) 3D-printed scaffold to cast the 

model of the human carotid artery. The diameter of the inlet in the common carotid is 6 mm 

and the outlets have diameters of 4.3 and 3.6 mm in the internal and external carotid, 

respectively. The largest diameter of the model is at the carotid bulb (6.6 mm). (B) Final 

elastosil flow chamber mimicking the three-way carotid artery: the common carotid artery 

(CCA), external carotid artery (ECA) and internal carotid artery (ICA). (C) Computational fluid 

dynamics (CFD) simulations to characterize the bloodstream, flow stream and wall shear rate 

(WSR) inside the carotid artery chamber. (D) Representation of the closed circuit through 

which hirudinated human whole blood is perfused, including the chamber, a peristaltic pump, 

a water bath at 37°C and a fluorescence macroscope. (E, F) Platelet-rich plasma (PRP) was 

stimulated with collagen (2.5 µg/mL). (E) Platelet aggregation after 0 (green line) and 45 min 

(red line) of perfusion. Representative curves from four different experiments on four 

different days. (F) Mean maximum platelet aggregation after 0, 5, 15, 30 and 45 min of 

perfusion (n = 4). Values are the mean ± the standard error of the mean. (G, H) Whole blood 

incubated with DiOC6 was perfused for one hour through a chamber in which the internal 

carotid region had been coated with collagen. (G) Platelet aggregates (green) are seen in the 

collagen-coated zone (dotted red lines). Scale bars: 4 mm. (H) Quantification of the platelet 

accumulation in the coated zone of the internal carotid chamber (*** p = 0. 0001) (n = 3). 

Values are the mean ± the standard error of the mean. (I) Scanning electron microscopy (SEM) 

images of the lumen of a chamber coated with collagen after one hour of blood perfusion. 

Scale bars: 50 µm (left) and 15 µm (right). 
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Supplemental Figure 1: Characterization of platelet functions after perfusion of blood 

through the carotid artery chamber. Platelet-rich plasma (PRP) was stimulated with 

adenosine-5’-diphosphate (ADP) (5 µmol/L). (A) Platelet aggregation after 0 (green line) and 

45 min (red line) of perfusion. Representative curves from four different experiments on four 

different days. (B) Mean maximum platelet aggregation after 0, 5, 15, 30 and 45 min of 

perfusion (n = 4). Values are the mean ± the standard error of the mean. 

 

Figure 2: Blood flows in the carotid bifurcation generate a thrombus in a stent. (A) Zone 

where a stent is inserted inside the carotid chamber. The black arrows point to the two 

extremities of the stent in the internal and common carotid arteries. (B) Commercial Casper 

stent (left) and Wallstent (right). Scale bar: 4 mm. (C) Carotid bifurcation area with or without 

a stent after one hour of perfusion of hirudinated human whole blood labeled with DiOC6. 

Platelet aggregates appear in green. Scale bars: 2 mm. (D) Quantification of the platelet 

accumulation in the bifurcation region (** p = 0. 0005) (n = 6). Values are the mean ± the 

standard error of the mean. (E) SEM images showing a massive aggregate in the Casper stent 

(left) and Wallstent (right), both rich in highly activated platelets. The white arrows indicate 

filopodia. Scale bars: 250 µm (upper left), 150 µm (upper right) and 5 µm (bottom). 

 

Figure 3: The carotid bifurcation is a primary site of thrombus formation in stents. (A) 

Numbers of patients with documented stent thrombosis (ST) (31) or not (116). (B) 

Angiography scans showing ST (white arrows) in the internal carotid (left) and the carotid 

bifurcation (middle). (C) Numbers of patients with documented ST experiencing ST at the 

bifurcation (12) or not (19). 
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Figure 4: Simulation of the thrombogenic flows generated by stents in the carotid 

bifurcation. (A) Top views of the physical model (left) and a cut-out of the geometry used for 

CFD analysis showing the vessel and the stent element at the bifurcation (right). (B) Simulation 

of flow through the Casper stent showing high flow rates in the stent resulting in pathologically 

high wall shear rates at the struts (> 5,000 s-1). While the high shear region is spread over the 

external carotid entrance zone of the stent, the highest shear rates are biased towards the 

bifurcation. (C) Simulation of flow through the Wallstent showing high flow rates in the stent 

resulting in pathologically high wall shear rates at the struts (> 5,000 s-1). The high shear region 

is spread over the external carotid entrance zone of the stent with some bias towards the 

bifurcation but less than in the Casper stent. 

 

Figure 5: Pharmacological inhibition of platelet accumulation in two clinically used stents 

placed in the carotid bifurcation. Hirudinated human whole blood labeled with DiOC6 was 

perfused for one hour through the flow system containing a Casper stent or a Wallstent, in 

the presence or absence of aspirin (50 µg/mL) (A-B) or abciximab, an αIIbβ3 inhibitor (40 

µg/mL) (C-D). Platelets appear in green. Scale bars: 2 mm. Quantitative values are the mean ± 

the standard error of the mean. (A) Pictures of the lumen of a Casper stent placed in the 

bifurcation after perfusion of blood with (right) and without (left) aspirin. Quantification of 

the platelet accumulation in a Casper stent (** p = 0. 0036) (n= 8). (B) Pictures of the lumen 

of a Wallstent placed in the bifurcation after perfusion of blood with (right) and without (left) 

aspirin. Quantification of the platelet accumulation in a Wallstent (p < 0.05) (n= 7). (C) Pictures 

of the lumen of a Casper stent placed in the bifurcation after perfusion of blood with (right) 

and without (left) abciximab. Quantification of the platelet accumulation in a Casper stent (** 

p = 0. 0018) (n= 5). (D) Pictures of the lumen of a Wallstent placed in the bifurcation after 
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perfusion of blood with (right) and without (left) abciximab. Quantification of the platelet 

accumulation in a Wallstent (* p = 0.0111) (n= 7). 

 

Figure 6: An opening at the carotid bifurcation prevents the formation of a large thrombus 

in a stent. (A) New 8 x 40 mm stents were designed, one with a 10 mm diameter hole in its 

center (open stent, right) and the other without a hole (control full stent, left). Scale bar: 4 

mm. (B) Picture of the lumen of a control stent placed in the carotid bifurcation after perfusion 

of blood labeled with DiOC6. Platelets appear in green. Scale bar: 2 mm. (C) Numbers of control 

stents (4/7), Casper stents (6/6) and Wallstents (4/6) presenting a thrombus (platelet 

aggregates covering more than 5 x 105 µm²) at the bifurcation after one hour of blood 

perfusion. (D) Picture of the lumen of an open stent placed in the carotid bifurcation after 

perfusion of blood labeled with DiOC6. Platelets appear in green. Scale bar: 2 mm. (E) 

Quantification of the platelet accumulation in the bifurcation region (* p = 0. 0286) (n = 4). 

Values are the mean ± the standard error of the mean. 
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Conclusion 

 Ce manuscrit décrit et caractérise le premier modèle macrofluidique imitant 

étroitement la géométrie de l'artère carotide humaine. Ce dispositif est adapté à l'étude de la 

thrombogénicité intrinsèque des stents utilisés en clinique. Nous avons démontré que deux 

stents largement utilisés en clinique, à savoir le stent Casper et le Wallstent, sont 

thrombogènes lorsqu'ils sont évalués dans le modèle macrofluidique, car on observe la 

présence de thrombi sur les mailles. Une observation majeure de mon travail est que les deux 

stents déclenchent la formation d'un thrombus massif dans la bifurcation carotidienne, là où 

les mailles du stent sont dans la lumière du vaisseau. Ces observations par microscopie 

photonique et électronique ont été corrélées avec des observations cliniques chez des 

patients victimes d’une thrombose de stent carotidien. La dynamique des fluides assistée par 

ordinateur (CFD : computational fluid dynamic) a indiqué qu'un stent placé dans la lumière de 

la bifurcation carotidienne modifie le flux sanguin local, générant un environnement 

prothrombotique avec des taux de cisaillements très élevés. La formation de ce thrombus s'est 

avérée sensible à l'aspirine et aux antagonistes de l'intégrine αIIbβ3. 

En résumé, mes résultats soulignent qu'en plus du matériau, le design du stent et son 

impact sur la rhéologie jouent un rôle majeur dans la thrombogénicité du stent. Notre 

manuscrit indique que le modèle macrofluidique est particulièrement bien adapté à 

l'évaluation de la thrombogénicité des stents cliniques actuels et nouvellement développés, 

et pourrait contribuer au développement de stents moins thrombogènes. 
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Introduction 

Environ 20 % des patients victimes d’un AVC ischémique présentent une sténose 

carotidienne, également appelée lésion en tandem, qui nécessite l'implantation d'un stent lors 

du traitement de l’AVC pour limiter le risque d’une nouvelle embolisation et de récidive de 

l’AVC. L'une des principales complications de l'implantation d'un stent est la thrombose de 

stent, qui est particulièrement préjudiciable pour les patients. L’amélioration de l'approche 

pharmacologique dans ce contexte étant très limitée en raison du risque important de 

transformation hémorragique de l’AVC, la réduction de l’incidence de la thrombose de stent 

pourrait passer par une réduction de la thrombogénicité intrinsèque des stents utilisés en 

clinique. En effet, les stents sont connus pour être thrombogènes par eux-mêmes, et l'un des 

principaux déterminants est leur design. Une compréhension approfondie des mécanismes 

sous-jacents à la thrombogénicité intrinsèque des stents est donc essentielle pour envisager 

le développement de stents moins thrombogènes et réduire ainsi l'incidence de la thrombose 

de stent. 

L’objectif de mon quatrième manuscrit de thèse est d’évaluer le rôle du design des 

mailles de stents dans leur thrombogénicité intrinsèque. Cette étude est basée sur l'utilisation 

du dispositif macrofluidique nouvellement développé dans lequel le sang total est perfusé à 

un débit physiologique humain à travers une chambre carotidienne. Nous avons étudié trois 

stents carotidiens présentant des caractéristiques différentes : le Casper, un stent tressé à 

double couche, le Wallstent, un stent tressé à simple couche, et le Protégé RX, un stent coupé 

au laser. J’ai tout d’abord caractérisé par microscopie à épifluorescence et microscopie 

électronique à balayage la formation de thrombi sur ces trois stents. Je me suis également 

intéressée aux mécanismes par lesquels les plaquettes adhèrent et agrègent au stent en 

utilisant différents agents pharmacologiques. Enfin, des analyses in silico et de dynamique des 

fluides assistée par ordinateur (CFD : computational fluid dynamic) ont permis de caractériser 

plus finement les flux responsables de la thrombose à l’échelle cellulaire. 

Ce travail, pour lequel je signe premier auteur, sera soumis prochainement à PNAS. 
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Key Points:  

 Clinically used carotid stents are thrombogenic per se. 

 The wire crossings of braided stents are hot spots of thrombosis. 

 Wire crossings profoundly modify the local blood flow and cell distribution. 

 Wire crossings should be limited to avoid a high risk of stent thrombosis. 
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ABSTRACT 

Stent thrombosis remains a deadly complication of angioplasty with stenting. Although 

antiplatelet therapy markedly reduces its incidence, stent thrombosis remains particularly 

frequent in patients with tandem lesions, reaching 20 %. Our laboratory has developed a 

macrofluidic model mimicking the geometry of the human carotid artery, which is perfectly 

suited to study the intrinsic thrombogenicity of carotid stents. Real-time video microscopy and 

scanning electron microscopy were used to evaluate the thrombogenicity of three clinically 

used carotid stents, the laser-cut Protégé RX and the braided Wallstent and Casper stent. The 

Casper stent and the Wallstent led to much more platelet adhesion and thrombus formation 

than the Protégé RX stent. The thrombi were essentially localized at the intersections of the 

metal wires in the braided stents, but not in the laser-cut stent. Hot spots of thrombosis were 

identified at the crossings of the stent struts and particularly around the proximal wires of 

these crossings in contact with the vessel wall. Immunofluorescence showed that fibrinogen 

adsorbed onto the wires, triggering thrombosis, which was prevented in the presence of 

aspirin or the αIIbβ3 blocker abciximab. Computational fluid dynamics indicated that the wire 

crossings of braided stents generate a prothrombotic shear environment, with notably flow 

recirculation and stagnation leading to thrombus formation, as evidenced by a macroscale in 

silico simulation. 

 

Key words: macrofluidic, stent, wire crossing, thrombosis 
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INTRODUCTION 

Ischemic stroke is a life-threatening pathology resulting from a thrombus occluding a 

cerebral artery [1–3]. Around 20% of ischemic stroke patients present ongoing carotid 

stenosis, also called a tandem lesion, which requires implantation of a stent during 

thrombectomy to limit the risk of new embolization and thus stroke recurrence [4,5]. One 

major complication of stent implantation is acute stent thrombosis (ST), which is an 

independent predictor of a poor neurological outcome and particularly harmful for the 

patients [5–9]. As it is difficult to improve the pharmacological approach in this setting due to 

the lack of antithrombotic agents devoid of a bleeding risk, strategies to decrease the 

incidence of ST should focus rather on reducing the intrinsic thrombogenicity of clinically used 

stents. 

Stents are known to be thrombogenic in themselves, one of the main determinants 

being their material [10,11]. It has been shown that the materials used to fabricate stents, 

including stainless steel, tantalum and titanium or cobalt alloys, cause platelet adhesion and 

activation and hence result in thrombosis. Indeed, artificial surfaces can adsorb plasma 

proteins, primarily fibrinogen, which in turn recruit circulating blood cells, mainly platelets 

[12–15]. Moreover, the stent surface activates the contact pathway of coagulation, leading to 

the generation of thrombin, which enhances thrombus growth while also transforming 

fibrinogen into insoluble fibrin, thereby stabilizing the clot formed and preventing the blood 

flow from removing adherent platelets [12,15]. Another determinant of the thrombogenicity 

of stents is their design, as evidenced by the fact that dual-layered stents present a higher rate 

of ST than single-layered stents, although the underlying mechanism remains poorly defined 

[16–18]. In addition, it has been shown that material-induced thrombosis is dependent on 
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both the local rheology and the material surface, as platelet adherence on a biomaterial is 

influenced by pre-adsorbed proteins and blood flow [15,19]. 

It is well known that the blood flow plays an important role in triggering arterial 

thrombosis [2,20]. In a stenosed vessel, notably due to the presence of an evolved 

atherosclerotic plaque promoting stenosis, the laminar blood flow is altered with a rapid 

acceleration and elongational flow in the pre-stenotic region, followed by extremely high 

shear rates in the stenosis throat, both of which facilitate vWF unfolding and thereby favor 

platelet aggregation. In the post-stenotic zone, the reduction in velocity leads to flow 

disruption with areas of recirculation, stasis and reverse flow, all highly thrombogenic. For 

instance, these rheological disturbances make endothelial cells express more tissue factor, 

facilitating thrombin generation and platelet recruitment at the site of thrombosis. Moreover, 

the pockets of low flow and regions of recirculation maintain the platelets much longer in this 

area, enhancing their potential to adhere and aggregate [2,3,21,22]. Implanting a stent in a 

stenosed vessel aims at reopening the artery. However, the presence of the stent struts 

modifies the local rheological environment [23]. A numerical approach has already shown that 

implantation of a stent leads to disturbance of the flow in the vicinity of the stent and forms 

stagnation zones, which might facilitate platelet adhesion and activation. This nevertheless 

remains to be confirmed experimentally and the mechanisms are still elusive [23–25]. A 

thorough understanding of the mechanisms underlying stent thrombogenicity will be crucial 

to enable the development of less thrombogenic stents and reduce the incidence of ST in 

patients. 

This study was based on the use of a newly developed macrofluidic device in which 

whole blood is perfused at relevant flow rates through stents implanted in a flow chamber 

reproducing the exact dimensions of the human carotid artery. Three different commercial 
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carotid stents were tested: the Casper stent, Wallstent and Protégé RX stent. Visualization of 

thrombus formation in the stents using epifluorescence and scanning electron microscopy 

(SEM) allowed us to identify their wire crossings as hot spots of thrombosis. Computational 

fluid dynamics (CFD) simulations enabled characterization of the regions of low flow favoring 

platelet adhesion and aggregation. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Blood donation  

In order to be eligible for the trial, donors had to be volunteer healthy adults between 18 and 

70 years old. They were unpaid for the trial and donation. They were recruited and screened 

according to institutional guidelines from the French Blood Institute (Etablissement Français 

du Sang) and the in-force french regulations relative to blood donors’ selection. They had to 

be free of anti-platelet drugs intake, for at least 10 days for aspirin and 3 days for non-steroid 

anti-inflammatory drugs. They were orally and writtenly informed of the partial or total use of 

their blood donation for research purposes, and signed an informed consent form before 

starting the trial.  

Blood (45 mL) was collected into a Falcon tube containing hirudin (5 mL, final concentration: 

100 U/mL) and kept at 37°C. The first few milliliters of blood were discarded to avoid platelet 

activation.   

 

Macrofluidic flow chamber mimicking the carotid artery  

The carotid flow chamber reproduced the average dimensions of the lumen of the human 

carotid artery (common, internal and external carotids). The fabrication of the chamber has 

been described previously [26]. 
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Flow experiments  

The chamber was passivated with 1% HSA (3 mL, Sigma-Aldrich, Lyon, France) for 30 min at 

room temperature and then rinsed with PBS containing CaCl2 (2 mmol/L, Sigma-Aldrich, Lyon, 

France) and MgCl2 (1 mmol/L, Sigma-Aldrich, Lyon, France). A catheter was used to place a 

self-expanding commercial stent (Casper stent, Microvention France, Saint-Germain-en-Laye, 

France; Wallstent, Boston Scientific SAS, Voisins-le-Bretonneux, France; Protégé RX stent, 

Medtronic France SAS, Paris, France) in the chamber, at a similar position as in patients 

presenting ongoing thrombosis, i.e. extending from the common carotid through the carotid 

bulb to the internal carotid. The flow system composed of tubing, connectors, a peristaltic 

pump (Watson-Marlow, La Queue-lez-Yvelines, France), the chamber and a water bath was 

assembled as described previously [26]. The system was primed with 1X PBS at a flow rate of 

380 mL/min (average flow rate in the human carotid [27]) to remove air bubbles and check 

for the absence of leaks. Human whole blood collected into hirudin (100 U/mL) and incubated 

with DiOC6 (1 μmol/L, Molecular Probes, Paisley, UK) to label platelets was then perfused 

through the circuit for one hour at the same flow rate. When required, the blood was pre-

incubated with the indicated concentration of aspirin or abciximab (both kindly supplied by 

the University Hospital of Strasbourg). Platelet adhesion and thrombus formation were 

visualized in real time under a fluorescence macroscope (Leica Microsystems, Nanterre, 

France). 

 

Scanning electron microscopy (SEM) 

Stents were fixed for one hour with 2.5 % glutaraldehyde (Electron Microscopy Sciences, 

Hatfield, Pennsylvania, USA) in 0.1 M sodium cacodylate buffer (pH 7.3, 305 mOsm) containing 

2% sucrose. They were then washed two times with distilled water and the adherent platelets 
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were dehydrated in graded ethanol solutions. After replacement of ethanol by hexamethyl-

1,1,1,3,3,3-disilazane (HMDS, Sigma-Aldrich, Lyon, France), the samples were air-dried, 

sputtered with platinum and examined under a Hitachi scanning electron microscope (Tokyo, 

Japan) [28]. 

 

Platelet-poor plasma preparation and plasma protein staining 

After collection, blood is let for 10 to 30 minutes at 37°C, and centrifugated for 16 min at 250 

g to recover platelet rich plasma (PRP). PRP is then centrifugated at 2200 g for the appropriate 

time, variable according to volume. Platelet free plasma (PPP) flow is done as described 

aforesaid. After one-hour perfusion, the stent is recovered, cut in as three parts, fixed in PFA 

(4 %) and blocked and permeabilised in a solution of PBS – BSA 2 % - Triton 0,1 %, both for half 

an hour at room temperature. The samples were then marked respectively with isotopically 

control (1/200) (GTX03260, Genetex, Euromedex, Souffelweyersheim, France), fibrinogen 

antibody (1/20) (AB7144F, Merck, Saint-Quentin-Fallavier, France) or vWF antibody (1/50) 

(ab195028, Abcam, Cambridge, UK) for one hour. Antibodies were diluted in PBS – BSA 1 %. 

Samples were washed three times 5 min with PBS – Triton 0.1 % and one 5 min in distilled 

water. Samples were cut in half and observed with a DMI8 microscope (Leica, Nanterre, 

France). 

 

Computational fluid dynamics 

Computational fluid dynamic (CFD) simulations were performed as detailed previously (Kern 

et al, Advanced Science, submitted). 
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Multiscale simulation setup 

To investigate the microscale flow environment, multiscale simulations were employed. Using 

one-way coupling, the continuum-scale CFD simulations were supplemented with cellular 

resolution computations in the vicinity of the wall, around the intersection of the stent struts. 

The flow and interaction of red blood cells and platelets in these regions for all three stents 

were computed with an established cellular simulation code [29]. The simulations reproduced 

a single repeating segment from each design to show qualitative trends relevant to thrombotic 

properties (i.e. stagnation zones, accumulation of platelets). The geometries of the stents have 

been scaled down 1:4 to save computational time. Blood was set to 30 % haematocrit and 

initialized with a fully mixed (homogeneous) cell distribution. The computational domain was 

periodic, mimicking the repeating stent segments along the flow direction. Local flow 

interactions, including platelet margination and cellular interactions with the stents, strongly 

influence the cell distributions and the appearing flow conditions. The simulations were 

evaluated after 1 s where the overall flow and cell profiles are stabilised. 

 

Statistics 

Results are expressed as the mean ± the standard error of the mean. Statistical analyses were 

performed using GraphPad Prism software (La Jolla, CA, USA). Statistical significance between 

two groups was evaluated with Student’s t-test or the Mann-Whitney test, according to 

whether the data followed respectively a Gaussian law or not. Statistical significance between 

several different groups was assessed with the Kruskal-Wallis test. Values of p < 0.05 were 

considered to be significant (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001). Outlier 

in Figure 1E was determined using Grubb’s test. 
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RESULTS 

The new macrofluidic device highlights distinct thrombogenicities of clinically-used stents. 

To study the intrinsic thrombogenicity of clinically-used stents, we developed a closed loop 

macrofluidic system incorporating a flow chamber faithfully mimicking the human carotid 

artery and allowing us to perfuse hirudinated human whole blood through an implanted 

commercial stent (Figure 1A, B) [26]. We investigated the thrombogenicity of three clinically 

used stents: i) the Casper stent, a braided dual-layered stent made of nitinol, ii) the Wallstent, 

a braided single-layered stent made of CoCr and iii) the Protégé RX stent, a laser-cut stent 

made of nitinol (Table 1, Figure 1C). Video-microscopy images after perfusion of whole blood 

containing platelets labeled with DiOC6 through stented chambers showed that the Casper 

stent presents more fluorescent signal than the Wallstent, while the Protégé RX showed 

barely any signal (Figure 1D). The fluorescent signal on the stent is specific as it is limited to 

the stented area of the chamber as it outlined the stent scaffold. In addition, a non-stented 

carotid chamber generated no signal, indicating that the implanted stent was responsible for 

the thrombogenicity (Figure 1D). These observations were confirmed by a quantification 

showing that the Casper stent was 3-times more thrombogenic compared to the Wallstent 

and 10-times more thrombogenic than the Protégé RX (Casper: 33.2 ± 4.8 x 105 µm²; 

Wallstent: 11.1 ± 1.2 x 105 µm²; Protégé RX: 3.7 ± 0.8 x 105 µm²; p < 0.0001) (Figure 1E). 

Scanning electron microscopy images confirmed the occurrence of platelet adhesion and 

aggregation on the stent wires of both the Casper stent and the Wallstent, while only single 

platelets were attaching to the Protégé RX (Figure 1F). The thrombi were composed of tightly 

packed and highly activated platelets, as evidenced by their shape change and filopodia 

extension. These results indicated an important variability in the thrombogenicity of 

commercial stents which appears to rely on the stent design, while being largely independent 
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of the material, since the Casper stent and the Protégé RX are both made of nitinol, but 

present very distinctive thrombogenicities. 

 

Stent meshes induce a perturbation in the flow velocity and local platelet concentration 

responsible for the thrombogenic potential of stents. To determine the variability in 

thrombogenicities of clinically-used carotid stents, an in silico multiscale simulation resolving 

cell trajectories in a stent artery segment was used. The velocity profiles in the Casper stent, 

Wallstent and Protégé RX stent and the average platelet concentrations around their wire 

crossings were estimated. The flow velocity was higher throughout the channel in the Protégé 

RX stent than in the Wallstent, where it was higher than in the Casper stent (Figure 2A). This 

more elevated velocity might limit adsorption of fibrinogen and adhesion of platelets, and 

therefore explain why Casper stent are more thrombogenic than Wallstents, and the latter 

more thrombogenic than Protégé RX stents.  In addition, the inner layer of the Casper stent 

increased the recirculation which could already be observed in the Wallstent, while no 

recirculation was found in the Protégé RX simulation, which is another explanation for the 

difference in thrombogenicity between the three stents. Moreover, stagnation zones of more 

or less large size also appeared between the wires of both the Casper stent and the Wallstent, 

while almost none could be observed in the Protégé RX stent. The cell distributions also display 

significant differences. The recirculation and stagnation regions around the struts and 

between the crossing display elevated platelet concentrations in general (Figure 2B), primarily 

due to efficiently retaining marginated platelets from the bulk flow. These regions can exhibit 

two to four times higher platelet count. In summary, the macroscale simulation were 

instrumental in providing solid insight in the difference in thrombogenicity of the three 
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clinically-used stents, which are notably explained by differences in velocities, platelet 

concentration and stagnation zones around the stent struts. 

 

The wire crossings are the main source of the thrombogenicity of braided stents. One major 

difference between laser-cut and braided stents is the presence of wire crossings in the latter, 

which might represent the main source of thrombogenicity. Fluorescent images showed that 

platelets accumulated preferentially at the wire crossings of the Casper stent and the 

Wallstent, as compared to areas further away from the crossings (Figure 3A). These 

observations were confirmed by quantification of the fluorescence at the crossings and 

between for the Casper stent (crossing: 9.5 ± 4.3 x 103 µm²; non-crossing: 1.8 ± 1.8 x 101 µm²; 

p=0.0143) and the Wallstent (crossing: 11.5 ± 5.4 x 103 µm²; non-crossing: 7.4 ± 2.7 x 101 µm²; 

p=0.0381), which showed that crossings are hot spots of thrombus formation (Figure 3B, C). 

To obtain more details, we subdivided the wires of the crossings into proximal (P) wires in 

contact with the wall of the chamber and distal (D) wires further away from the wall. 

Fluorescent images revealed that the proximal wires of both the Casper stent and the 

Wallstent presented more platelet thrombi than the distal wires (Figure 3D). This was 

confirmed by quantification of the DiOC6 staining (Casper proximal: 0.89 ± 0.1 x 105 µm²; 

Casper distal: 0.03 ± 0.01 x 105 µm²; p=0.0001; Wallstent proximal: 0.16 ± 0.04 x 105 µm²; 

Wallstent distal: 0.03 ± 0.02 x 105 µm²; p=0.0143), which was increased respectively 30 and 5 

times on the proximal wires (Figure 3E, F). To determine how platelets attach to these hot 

spots, we perfused platelet-poor plasma (PPP) through both stents and immunostained for 

fibrinogen, an important adhesive plasma protein. Fluorescent images showed that fibrinogen 

adsorbed mainly on the proximal wires of the crossings in both the Casper stent and the 

Wallstent (Figure 3G, H). Thus, we identified the proximal wires of the crossings of braided 
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stents as a thrombogenic hot spot. These hot spots of platelet accumulation most likely 

resulted from the adsorption of plasma proteins, including fibrinogen. 

 

Integrin αIIbβ3 and the TxA2 pathway play a central role in regulating thrombus formation 

in braided carotid stents. To elucidate the molecular mechanism through which platelets 

accumulate in braided stents, we used a pharmacological approach. We started with aspirin, 

which is the standard treatment after carotid stenting in tandem lesion patients. Platelet 

accumulation was sensitive to aspirin in both Casper stents (control: 119.6 ± 24 x 105 µm²; 

aspirin: 54 ± 10.5 x 105 µm²; p=0.0157) and Wallstents (control: 61 ± 11 x 105 µm²; aspirin: 

35.9 ± 8.7 x 105 µm²; p>0.05), pointing to a role of TxA2 release from platelets in thrombus 

formation in the stents (Figure 4A-D). Similarly, the integrin αIIbβ3 blocker abciximab 

profoundly impaired platelet adhesion and aggregation in Casper stents (control: 46.8 ± 4.9 x 

105 µm²; abciximab: 4.5 ± 1.9 x 105 µm²; p<0.0001) (Figure 4E, F) and Wallstents (control: 33.7 

± 4.7 x 105 µm²; abciximab: 8.6 ± 1.2 x 105 µm²; p=0.0001) (Figure 4G, H). These results showed 

that integrin αIIbβ3 and the TxA2 pathway play an important part in platelet accumulation in 

both the Casper stent and the Wallstent. 

 

The proximal wires of braided stents generate regions of low wall shear rate (WSR) 

triggering thrombus formation. To determine why the proximal wires of the wire crossings of 

braided stents are more thrombogenic than the distal wires, we turned to an in silico 

approach. CFD analyses of the Casper stent indicated that the WSR values around the distal 

wires reached 1,800 s-1, while those near the proximal wires did not exceed 14 s-1, creating 

pockets of very low shear (Figure 5A). In the Wallstent, the distal wires generated a WSR of 

about 140 s-1 while the levels around the proximal wires did not exceed 2 s-1, leading again to 
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a stagnant zone (Figure 5B). In summary, the proximal wires of the wire crossings of a Casper 

stent or a Wallstent appeared to generate low WSR regions favoring thrombus formation. 

 

DISCUSSION 

 We developed a novel pre-clinical model that allows to evaluate the thrombogenicity 

of clinically-used stents. A major result of this work is the identification of a higher 

thrombogenic potential of braided stents when compared to laser-cut stents. We also 

evidenced a difference in thrombogenicity between the braided stents, and identified the wire 

crossings as hot spot of thrombus formation. Our results point the stent design and its ability 

to modify the local rheology as a major trigger to initiate stent thrombosis.  

A main result of this study is that carotid braided stents are much more thrombogenic 

than laser-cut stents. While both type of stents facilitate platelet adhesion, activation and 

spreading, only braided stents support massive platelet aggregation. This difference in 

thrombogenicity is not explained by the material used to make the stents, as both the Casper 

and the Protégé RX are made of nitinol and present very distinct thrombogenicity.  The reason 

why braised stents are more thrombogenic than laser-cut stents is mainly explained by local 

modifications of the blood flow. Indeed, at the hemodynamic level, in silico macroscale 

simulations highlighted recirculation of flow current lines near the proximal and distal meshes 

of both braided stents, when almost none can be observed for the Protégé RX laser-cut stent, 

largely explaining the difference in thrombogenicity. This is not a surprise, as the Protégé RX 

possesses only one layer of metal, when the Wallstent has two and the Casper four, as it is 

dual-layered. This result is also in agreement with the fact that the wire crossings present 

stagnation regions, where platelets are slowed down and can more easily attach to the stent 

surface. 
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Another important result of this work is that the Casper stent is more thrombogenic 

than the Wallstent. This observation is in agreement with clinical data, highlighting the higher 

thrombogenicity of the dual-layered Casper compared to mono-layered stents such as the 

Wallstent [16–18]. We observed that the external wires of the Casper stent supported more 

thrombus formation when compared to the Wallstent. This result is not explained by the size 

of the wires, which is a known thrombogenic factor of stents, as it is recognized that 

thrombogenicity increases with struts size [30,31]. Indeed, according to the manufacturers’ 

data, the metal wires of the Casper stents are 15 µm narrower than the Wallstent, with 180 

µm and 195 µm, respectively. A potential explanation for the difference in thrombogenicity 

comes from the material, as the Casper stent is made of nitinol while the Wallstent is made of 

elgiloy. One could speculate that nitinol could adsorb more efficiently plasma proteins such as 

fibrinogen, which is a trigger to recruit circulating platelets. Another hypothesis comes from 

the global structure of the stent, as the Casper is dual-layered while the Wallstent is single-

layered. The macroscale simulation in this manuscript shows a larger blood perturbation in 

presence of the Casper stent, when compared to the Wallstent. Thus, one is tempted to 

hypothesise that the inner layer of the Casper stent could influence the blood cell distribution, 

notably the platelets and increase their presence close to the external mesh, thereby 

increasing the thrombogenicity of the Casper stent. Further in-depth macro- and microscale 

simulations should be executed to test this hypothesis. Additionally, it could be interesting to 

evaluate stents of similar designs with or without the inner grid in our macrofluidic platform. 

For both braided stents, the thrombogenicity was not homogenously distributed on 

the stent surface, as hot spots of thrombus formation were found to be located at the crossing 

of metal wires. Proximal wires, in contact with the vessel wall, are more thrombogenic than 

the distal ones, in contact with the lumen. CFD revealed that very low WSR were found close 
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to the proximal meshes, while it was a tad higher around the distal wires for both Casper and 

Wallstent. Furthermore, even though a very low platelet concentration is found around the 

external wires, macroscale simulations identified the blood stagnation areas between distal 

and proximal wires, which contribute to explain the higher thrombogenicity of these regions. 

The increased thrombogenicity found at the crossing of braided stents is most likely 

explained by a preferential region of fibrinogen adsorption as evidenced by immuno-

fluorescence staining. The reason why fibrinogen adsorbs better to the metal in this region 

probably comes from the stagnation zone that facilitates the process of plasmatic protein 

adsorption. Fibrinogen is a major protein to allow platelet attachment through αIIbβ3, notably 

under low shear regime found at the wire crossings. Reducing fibrinogen binding to the stent 

struts represents thus an attractive strategy to lower stent thrombogenicity. This could be 

achieved by passivating stents with a neutral plasmatic protein, such as albumin. An 

alternative would be to adapt the stent design to avoid the low shear pockets and prevent 

fibrinogen adsorption and platelet adhesion. 

We observed that abciximab efficiently reduces thrombus formation on both braided 

stents. This is not surprising as abciximab targets αIIbβ3, a major integrin ensuring platelet 

adhesion and aggregation on immobilised fibrinogen, which has been shown to be adsorbed 

on the stents. Thus abciximab, or any other αIIbβ3 blocker, appears as an interesting 

pharmacological strategy to prevent ST. The reason why this class of antiplatelet agent is not 

recommended for the prevention of ST relies on its high risk of bleeding, which is particularly 

deleterious in the brain. Aspirin, the standard of care to prevent carotid ST [32], was less 

effective than abciximab, but significantly reduced platelet aggregation on the Casper stent, 

and presented a decreased trend on the Wallstent. This modest antithrombotic potential of 

aspirin is likely to explain the elevated incidence of 20 % observed in tandem lesion patients 



17 
 

[5,9]. There is clearly a need to identify better antiplatelet agent which would efficiently 

prevent ST with an acceptable risk of bleeding, and we propose that our model opens the 

possibility to screen new pharmacological agents. 

In conclusion, we studied the intrinsic thrombogenicity of three stents used in clinic, 

with the help of a new macrofluidic system that allows the use of a chamber mimicking the 

human carotid artery. We observed that two braided stents are more thrombogenic than a 

laser-cut stent, and that this difference results from the braiding of the stents that permits 

fibrinogen adsorption on the metal, thus facilitating platelet adhesion and aggregation. The 

main trigger of this adsorption seems to be the low wall shear rate at the mesh crossing, as 

well as pocket of blood stagnation. We propose that our macrofluidic platform is particularly 

well-suited to better appreciate the mechanism of the thrombogenicity of stents, and could 

be used for pre-clinical testing lowering the use of large animal models frequently used for 

this purpose. 

 

TABLE 

Table 1: Description of the three commercial stents  

Name of the stent Material Mesh size (µm) Picture 

Casper  Nitinol 180* 

 

Wallstent Cobalt-chromium 195* 

 

Protégé RX Nitinol 170** 

 
* data from suppliers 

** measured in our laboratory 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1: Evaluation of the intrinsic thrombogenicity of three clinically used carotid stents. 

(A) Representation of the closed circuit through which hirudinated human whole blood is 

perfused, including the flow chamber, a peristaltic pump, a water bath at 37°C and a 

fluorescence macroscope. (B) Representation of the chamber with (right) and without (left) a 

stent. (C) The three carotid stents evaluated in our model: the Casper stent (left), the Protégé 

RX stent (middle) and the Wallstent (right). Scale bar: 5 mm. (D) Internal carotid artery region 

with or without a stent after one hour of perfusion of hirudinated human whole blood labeled 

with DiOC6. Platelet aggregates appear in green. Scale bars: 2 mm. (E) Quantification of the 

platelet accumulation in the internal carotid artery region (**** p < 0.0001; * p = 0.0373) (n = 

4-8). Values are the mean ± the standard error of the mean. (F) SEM images showing 

aggregates on the Casper stent (upper) and Wallstent (middle), both rich in highly activated 

platelets. The Protégé RX stent (lower) displays a monolayer of spread platelets. The white 

arrows indicate filopodia. Scale bars: 150 µm (right) and 2 µm (left).  

 

Figure 2: Blood flow velocity and platelet concentration play a role in the intrinsic 

thrombogenicity of stents. (A) Streamlines colored according to the average flow rate 

superimposed on a side view of the Casper stent (upper), Wallstent (middle) and Protégé RX 

stent (lower). The flow rates were averaged across the Y-axis and over multiple time steps and 

the cell positions were recorded at the final time step (t = 1s). Proximal (P) and distal (D) wires 

of the wire crossings are indicated. (B) Average platelet volume concentration across the X- 

and Z-axes superimposed on a side view of the Casper stent (upper), Wallstent (middle) and 
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Protégé RX stent (lower). The results were averaged across the Y-axis and over multiple time 

steps. The blood flow was in the positive X-direction. 

 

Figure 3: Identification of the hot spots of platelet accumulation in braided stents. (A) 

Zoomed images of the lumen of the carotid artery chamber implanted with a Casper stent 

(left) or a Wallstent (right) after one hour of perfusion of hirudinated human whole blood 

labeled with DiOC6. Platelet aggregates appear in green. Scale bars: 1 mm. (B) Quantification 

of the platelet accumulation at the wires crossing and in between in the internal carotid artery 

region in a Casper stent (* p = 0.0141) (n = 4). Values are the mean ± the standard error of the 

mean. (C) Quantification of the platelet accumulation at the wires crossing and in between in 

the internal carotid artery region in a Wallstent stent (* p = 0.0381) (n = 4). Values are the 

mean ± the standard error of the mean. (D) Comparison in the Casper stent (upper) and 

Wallstent (lower) of the proximal (P) and distal (D) wires of the wire crossings, in contact with 

the wall of the chamber and the lumen, respectively. Frontal schematic representation of the 

proximal and distal wires in both stents. (E) Quantification of the platelet accumulation on the 

proximal and distal wires in the internal carotid artery region in a Casper stent (*** p = 0.0001) 

(n = 4). Values are the mean ± the standard error of the mean. (F) Quantification of the platelet 

accumulation on the proximal and distal wires in the internal carotid artery region in a 

Wallstent stent (* p = 0.0143) (n = 4). Values are the mean ± the standard error of the mean. 

(G) Immunofluostaining of a Casper stent after PPP perfusion for one hour. Control (left) and 

fibrinogen (right). Scale bar: 50 µm. (H) Immunofluostaining of a Wallstent after PPP perfusion 

for one hour. Control (left) and fibrinogen (right). Scale bar: 50 µm. 
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Figure 4: Pharmacological inhibition of platelet accumulation in two clinically used carotid 

stents. Hirudinated human whole blood labeled with DiOC6 was perfused for one hour 

through the flow system implanted with a Casper stent or a Wallstent, in the presence or 

absence of aspirin (50 µg/mL) (A-D) or abciximab, an αIIbβ3 inhibitor (40 µg/mL) (E-H). 

Platelets appear in green. Values are the mean ± the standard error of the mean. Scale bars: 

2 mm. (A) Pictures of the lumen of a Casper stent placed in the internal carotid artery region 

after perfusion of blood with (right) and without (left) aspirin. (B) Quantification of the platelet 

accumulation in a Casper stent (* p = 0.0157) (n = 6). (C) Pictures of the lumen of a Wallstent 

placed in the internal carotid artery region after perfusion of blood with (right) and without 

(left) aspirin. (D) Quantification of the platelet accumulation in a Wallstent (p = 0.0521) (n = 

6). (E) Pictures of the lumen of a Casper stent placed in the internal carotid artery region after 

perfusion of blood with (right) and without (left) abciximab. (F) Quantification of the platelet 

accumulation in a Casper stent (**** p < 0.0001) (n = 5). (G) Pictures of the lumen of a 

Wallstent placed in the internal carotid artery region after perfusion of blood with (right) and 

without (left) abciximab. (H) Quantification of the platelet accumulation in a Wallstent (*** p 

= 0.0001) (n = 7). 

 

Figure 5: Characterization of the thrombogenic flows generated around the proximal wires 

of the wire crossings in braided stents. (A) Simulation of the blood flow through a Casper 

stent showing very low wall shear rates (WSR) near the proximal (P) wires (14 s-1) and higher 

values near the distal (D) ones (1,800 s-1). The inner mesh of the Casper stent displays more 

important WSR (up to 2,500 s-1). (B) Simulation of the blood flow through a Wallstent showing 

extremely low WSR near the proximal (P) wires (2 s-1) and higher values near the distal (D) 

ones (140 s-1). 
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Conclusion 

 Dans ce manuscrit, nous avons caractérisé la thrombogénicité intrinsèque des mailles 

en contact avec la paroi de trois stents carotidiens utilisés en clinique. Nous avons observé 

que les stents tressés (Casper, Wallstent) sont plus thrombogènes que les stents coupés au 

laser (Protégé), ce qui coïncide avec les données cliniques. De plus, nous avons remarqué que 

les zones de croisements des mailles des stents tressés sont les zones de formation privilégiées 

des thrombi. Leur formation s'est avérée sensible à l'aspirine et aux antagonistes de l'intégrine 

αIIbβ3. La dynamique des fluides assistée par ordinateur (CFD : computational fluid dynamic) 

a indiqué que les taux de cisaillement au niveau des croisements des mailles sont 

particulièrement bas, ce qui pourrait favoriser l’adhérence et l’agrégation plaquettaire. De 

même, des simulations in silico ont montré une perturbation des flux et de la vélocité du sang 

au niveau des croisements des mailles, ce qui n’est pas retrouvé sur un stent coupé au laser. 

En résumé, mes résultats confirment que le design du stent et son impact sur la 

rhéologie jouent un rôle majeur dans sa thrombogénicité. Ce travail confirme que le modèle 

macrofluidique est particulièrement bien adapté à l'évaluation de la thrombogénicité des 

stents cliniques actuels et nouvellement développés, et pourrait aider au développement de 

stents moins thrombogènes. 
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Introduction 

20 % des cas d’AVC ischémiques sont consécutifs à la rupture d’une plaque 

d’athérosclérose au niveau de la carotide. En plus de traiter l’AVC par thrombolyse et/ou 

thrombectomie pour permettre une recanalisation de l’artère cérébrale, les cliniciens 

implantent un stent dans la carotide pour éviter une récidive. Les stents à double couche ont 

été introduits comme une alternative aux stents à simple couche pour le stenting (non) urgent 

de l'artère carotide. Bien que la structure bicouche présente l’avantage de réduire le prolapsus 

de la plaque à travers les mailles du stent et, par conséquent, la survenue d'embolies 

périprocédurales, de premiers résultats cliniques indiquent que cette nouvelle génération de 

stent serait plus thrombogène.  

L’objectif de ce cinquième article a été de comparer in vitro et in silico l’influence de la 

structure du stent sur la répartition cellulaire. On s’est intéressé à l’impact de l’organisation 

des mailles de deux stents carotidiens utilisés en clinique, le Wallstent et le Casper, qui sont 

respectivement simple et double couche. Pour cela, nous avons utilisé le dispositif 

macrofluidique précédemment décrit dans l’article 2 (Kern et al, Heliyon 2024). Avant 

l’implantation du stent, la chambre carotidienne a été recouverte soit de collagène, soit de 

matériel de plaque d’athérosclérose humain, afin de reproduire la thrombogénicité d’une 

artère malade et donc de pouvoir mimer une thrombose de stent. Les simulations in silico ont 

modélisé l’écoulement et la position des cellules sanguines près des mailles du stent, au 

niveau de la paroi de la chambre. 

Ce travail, pour lequel je signe co-premier auteur, a été soumis pour publication dans 

Computers in Biology and Medicine en juin 2024. 
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A B S T R A C T
An ongoing thrombosis on a ruptured atherosclerotic plaque in the carotid may cause stroke. The
primary treatment for patients with tandem lesion is stenting. Dual-layer stents have been introduced
as an alternative to single-layer stents for elective and emergent carotid artery stenting. While the
dual-layer structure shows promise in reducing plaque prolapse through the stent struts and with
it the occurrence of post-procedural embolism, there are early signs that this newer generation of
stents is more thrombogenic. We investigate a single- and a dual-layer stent design to assess their
influence on a set of thrombosis-related flow factors in a combined experimental and simulation setup.
The in vitro results reveal that both stents reduce thrombus formation when human anticoagulated
whole blood was perfused through macrofluidic flow chambers coated with either collagen or human
atherosclerotic plaque homogenates. Simulations predict that the primary cause is reduced platelet
presence in the vicinity of the wall, due to the influence of stents on flow and cellular transport.
Both stents significantly alter the near-wall flow conditions, modifying shear rate, shear gradient,
cell-free zones, and platelet availability. Additionally, the dual-layer stent has further increased local
shear rates on the inner struts. It also displays increased stagnation zones and reduced recirculation
between the outer-layer struts. Finally, over atherosclerotic plaque coating it shows further reduced
adhesion. The novel approach presented here can be used to improve the design optimization process
of cardiovascular stents in the future by allowing an in-depth study of the emerging flow characteristics
and agonist transport.

1. Introduction
Vascular stents are commonly deployed in an angioplas-

tic procedure to treat the occlusion or stenosis of arteries,
such as the coronary, femoral or carotid artery. In this proce-
dure, the stent is expanded at the site of obstruction to restore
the vascular lumen and re-establish unrestricted blood flow
to avoid otherwise potentially fatal side effects of vascular
stenosis such as heart attack or stroke [16, 26, 68, 5, 25].
An ongoing thrombosis in the carotid artery has a high
likelihood of leading to a stroke, due to the proximity to the
brain. The pathologic flow conditions of the stenosed seg-
ment favor thrombosis and ultimately embolism. The main
treatment options for carotid stenosis are carotid endarterec-
tomy and carotid artery stenting (CAS) [36]. Elective CAS is
performed on patients with carotid stenosis to decrease the
possibility for stroke in the future and emergent CAS can
be applied as a treatment during acute ischemic stroke [65].
Additionally, CAS can be deployed in combination with
cerebral protection devices to act as a filter reducing the inci-
dence of microemboli that disseminate during the procedure
and increase the risk for neurological complications, such
as periprocedural stroke [2, 64]. However, the utilization of
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vascular stents introduces additional risks, stent thrombosis
(ST) being among the most common complications.

Acute early carotid ST, occurring within 24 hours post-
stenting, is a potentially fatal complication with a recorded
incidence of 0.5 - 0.8% in elective CAS [40]. ST following
emergent CAS during stroke thrombectomy demonstrates
significantly higher occurrences, with a recorded incidence
between 8 to 28%, depending on the accompanying treat-
ment [46, 48, 45]. Advancements in antithrombotic therapy,
most notably dual-antiplatelet therapy, have decreased the
risk for early ST, occurring within 30 days post-stenting.
At the same time such therapies can have an adverse effect
by increasing the likelihood for bleeding complications,
especially for stroke patients, in whom hemorrhagic stroke
transformation may occur [58]. In addition to this, improve-
ments in stent deployment techniques, such as post-dilation,
have further decreased early ST risk. Nevertheless, ST, in
particular late and very late ST (between 30 days - 1 year
and after 1 year post-stenting, respectively), remains a com-
mon fatal cause of post-stenting complications, where the
rapid closure of the vessel leads to stroke, acute myocardial
infarction or sudden cardiac death depending on the location
of the vessel [10, 43, 23, 62].

Major factors that influence the risk for ST are pa-
tient specific characteristics, the material of the stent (DES,
bare metal stent (BMS) or bioresorbable vascular scaffolds
(BVS)) and the accompanying therapy. Additional factors
that affect the ST risk are a possible misalignment of the
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stent, in the form of stent malapposition or scaffold dis-
mantling for BVS, and the design of the stent [63, 28, 17].
Stent designs differ widely in form, composition and ge-
ometrical structure. Common structures include single- or
multi-layered metal alloy wires that are braided, knitted or
welded into a cylindrical shape. In addition to single-layered
carotid stents, a new generation of dual-layered stents have
been introduced, with the anticipated benefit of reducing
plaque prolapse through the stent struts and post-procedural
embolism by adding an inner layer strut mesh with smaller
free cell areas [44, 32]. While this seems to be effective in
preventing plaque prolapse [13, 7], a small-scale study by
Yilmaz et al. indicates that stents with a dual-layer design
have a higher occurrence of acute vessel occlusion in com-
parison to stents with a single-layer structure when applied
in emergent CAS [70]. Additionally, recent work by Sykora
et al. is reporting the restenosis rate for patients treated with
dual-layer carotid stents to be significantly higher in compar-
ison to single-layer stents [59]. Overall, the introduction of
dual-layer stents in CAS is recent and their ST risk compared
to single-layer stents is unclear.

ST thrombi are a heterogeneous composition of platelets,
fibrin, red blood cells (RBCs) and white blood cells [42].
Though the composition can differ depending on the stented
vessel, the type of stent used and patient-specific immune
response, the largest fraction of the thrombi is made up
of platelets and fibrin [42, 52, 49]. Initial clot formation
thrombosis is set off by the rapid aggregation of platelets
in high shear environments and the reinforcement of the
clot through fibrin formation. This initial aggregation is
commonly mediated via entanglement with von Willebrand
factor (VWF) molecules and fibrinogen which are present in
ST thrombi as well [42, 37, 31].

Computational simulations have found a broad utiliza-
tion in studying stent design [18, 27] and deployment [20]
as well as related pathologies, such as in-stent restenosis
[14, 6, 74] and ST [8, 9]. Jiménez et al. presented a purely
continuous flow-based stent strut design study, discussing
the effects of strut embedment depth and shape on recircu-
lation regions proximal and distal to the strut in regards to
flow direction [27]. In a more recent work, Chesnutt et al.
are considering cellular flow to investigate the initiation of
ST in coronary artery stenting. The mesoscale model utilizes
the discrete element method to simulate platelet interactions,
including their activation state, around misaligned struts
[8, 9].

The current work investigates two clinically used carotid
stents – a single-layer and a dual-layer one – to assess the
effect of their design differences on cellular flow behaviour
that is potentially related to ST by evaluating a comple-
menting in vitro and in silico setup. The former introduces
a novel macrofluidic carotid artery flow chamber [30] to
perform aggregation intensity measurements on adhesive
surface coatings. The complementing simulations are setup
in a multiscale framework to enable capturing the size of
the whole stent, while also allowing to infer cellular be-
haviour around the stent struts. Macroscale continuum flow

simulations of entire stented carotid vessel segments are
performed to compute the bulk flow behaviour. Information
from the bulk flow is then used as a boundary condition
for the microscale cellular simulations around the strut seg-
ments of the two carotid stent designs. To the best of the
authors’ knowledge, no cellular-level study has investigated
the difference between single-layer and dual-layer carotid
stent designs.

The simulations of both stented segments display a re-
duced platelet availability in vicinity to the vessel wall when
compared to a non-stented reference setup. The same trend
is reflected in the in vitro experiments. When comparing
the single- to the dual-layer design, the simulations further
show, that the introduction of an inner strut layer in the dual-
layer design elevates local shear rate and rate of elonga-
tion magnitude on top of the inner layer struts, while also
decreasing the wall shear rate. Additionally, a change in
local platelet distribution can be observed in the vicinity of
the wall, in conjunction with larger stagnation zones and
reduced recirculation regions around the outer layer struts
of the dual-layer design. The cell resolved simulations reveal
the significant influence that the recirculation regions around
the stent struts have on local cell distributions. These factors
might play an important role in the future development of
stent designs aiming to reduce ST: optimizing the shape of
the recirculation regions by small adjustments to the strut
arrangement could significantly influence the local platelet
availability and with it the risk for ST.

2. Materials and Methods
The effects of carotid stent design on cellular flow be-

haviour are assessed via in vitro platelet surface coverage
experiments and by evaluating differences in local flow pro-
files and cell distributions observed through blood flow sim-
ulations. The experiments are performed in a novel carotid
artery chamber, where the stented segment is coated with
either a human carotid atherosclerotic plaque homogenate
(HAP) or collagen. The simulations are setup in a multiscale
framework, where continuum fluid simulations of the entire
stented geometry are performed to capture properties of
the bulk flow in the whole extent of the stent. Bulk flow
behaviour information is used to extract boundary conditions
for microscale cell-resolved simulations, which are deployed
around the strut segments of the two carotid stent designs.

In the experimental work, two commercially available
carotid stent designs, namely Carotid Wallstent (Boston
Scientific, Natick, Massachusetts, USA) and Casper RX
(MicroVention/ Terumo, Aliso Viejo, California, USA), are
compared to each other, as well as to a reference case without
a stent. Wallstent is a single-layer mesh stent, consisting of
overlaying cobalt – chromium alloy struts, creating around
1.09 mm2 large rhomboid-shaped free cell areas when the
stent is open. Casper is a dual-layer nickel – titanium alloy
mesh with approximately 6.1 mm2 large outer layer free cell
areas containing 16 x 0.38 mm2 large inner free cell areas

Spieker et al.: Preprint submitted to Elsevier Page 2 of 18



Carotid single- and dual-layer stents reduce the wall adhesion of platelets

Figure 1: Schematic of the in vitro experimental setup,
including circulation of blood through the carotid chamber,
a water bath and a peristaltic pump. The elastomer carotid
chamber is placed under a fluorescence macroscope linked to
a computer to capture images of the platelet surface coverage.

each, in the open state. Both stent types are deployed in
carotid stenting procedures.

In the interest of conciseness the stent designs are sub-
sequently referred to as single-layer and dual-layer stent
design for both experiments and simulations.
2.1. In vitro experimental setup

The macrofluidic perfusion system is a closed circular
model consisting of a peristaltic pump (Watson-Marlow, La-
Queue-Les-Yvelines, France), a water bath and an elastomer
chamber placed under a fluorescence macroscope linked to a
computer (see Fig. 1) [30]. The silicone elastomer chamber
reproduces the average dimensions of the human carotid
artery, with a diameter of 6 mm for the common carotid
artery [35]. The carotid chambers are coated with either
Horm-type collagen (200 µg/mL) or HAP (16.5 mg/mL
of proteins wet weight) and either stent type, single-layer
Wallstent or dual-layer Casper, is inserted subsequently.
Additional experiments are performed without inserting the
stent, to function as a reference case. Perfusion is performed
at a flow rate of 380 mL/min, the human reference of
carotid blood flow [3]. During blood perfusion, images are
taken every 15 seconds automatically with Las X (Leica)
to quantify platelet aggregation over time. Images are also
taken after cleaning the chamber with PBS and quantify
platelet aggregation at the end-point.
Blood donation

The study is conform to the ethical standards of the
Declaration of Helsinki. All blood donors gave their free
and informed written consent to participate and were healthy
volunteers. Blood (45 mL) is collected in a tube containing
hirudin (5 mL, final concentration: 100 U/mL) (Transgene,
Illkirch-Graffenstaden, France) and kept at 37°C. The first
couple mL of blood are discarded. Legal and ethical au-
thorization for the use of collected blood for research was
obtained through a national convention between the French

National Institute of Health and Medical Research (IN-
SERM) and the French Blood Institute (EFS) (convention
number I/DAJ/C2675).
Macrofluidic flow chamber mimicking the carotid
artery

The dimensions of the carotid flow chamber are based
on the well-known average dimensions of the lumen of
human carotid (common, internal and external carotids). The
fabrication of the chamber has been described previously
[30].
Flow experiments in the macrofluidic flow chamber

The chamber is passivated with 3 mL of 1% HSA
(Sigma-Aldrich, Lyon, France) for 30 minutes at room tem-
perature. Chambers are rinsed with PBS supplemented with
CaCl2 (2 mmol/L) and MgCl2 (1 mmol/L) (ThermoFisher
Scientific Illkirch-Graffenstaden, France; Sigma-Aldrich,
Lyon, France). A Casper stent or a Wallstent is placed into
the chamber using a catheter as in clinics. The flow system
is composed of tubing, connectors, the peristaltic pump,
the chamber and a water bath as described previously by
Kern et al. [30]. The system is primed with 1X PBS at a
flow rate of 380 mL/min (mean average flow rate in human
carotid [3] to remove air bubbles and check for the absence
of leaks. Human whole blood collected on hirudin (100
U/mL) and incubated with DiOC6 (1 µmol/L) (Molecular
Probes, Paisley, United Kingdom) to label platelets, is then
perfused for 10 minutes through the flow chamber. Real-time
visualization of platelet adhesion and thrombus formation is
performed with a fluorescence macroscope (Leica Microsys-
tems, Nanterre, France).
Quantification of platelet aggregates

The images were analysed to quantify the fluorescent
surface that corresponds to the platelet aggregates. The
edges of the flow chamber are identified manually on the
images and a measurement is made to obtain the whole
area. A threshold is then set to cover the platelet aggregates
formed to determine the surface attachment area of the
aggregates. The ratio of the fluorescent area to the total area
is used to quantify and compare the platelet aggregation
under different conditions.
Human atherosclerotic plaque homogenate
preparation

Carotid human atherosclerotic plaques are recovered
from the department of vascular surgery of the Hospital of
Strasbourg. Plaques are cryo-grinded with liquid nitrogen
and a mortar to obtain a fine powder. Powder is put in a 15
mL Falcon tube and PBS (ThermoFisher Scientific, Illkirch-
Graffenstaden, France) is added at a rate of 4 mL per gram of
powder. The mixture is homogenised by gently stirring the
tube and then undergoes 20 cycles of sonication (Bioblock
Vibra cell 75115, Sonics & Materials, Newtown, CT, USA)
at an amplitude of 30%, each cycle lasting 15 seconds
alternating with 10 seconds of rest to avoid overheating the
system. Homogenisation of the mixture is carried out at
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intervals of 5 cycles. As this process can generate heat, the
15 mL Falcon tube is placed in a 50 mL Falcon tube filled
with ice and water. The resulting homogenate is centrifuged
at 2240 G for 10 minutes at a temperature of 4°C. The layer
of interest is removed, weighed and resuspended at 16.5 mg
protein/mL wet weight in PBS [29]. Five different plaques
are mixed to obtain an homogenate to use for coating.
Statistics

Results are expressed as the mean ± standard error of
the mean. Statistical analyses are performed using GraphPad
Prism software (La Jolla, CA, USA). Statistical signifi-
cance between different groups was assessed by the one-way
ANOVA test or the Kruskal-Wallis test, according if they
follow a Gaussian law or not, respectively. The p < 0.05
values are considered significant (* p < 0.05, ** p < 0.01,
*** p < 0.001).
2.2. Multiscale simulation setup

The simulations are setup in a one-way coupled multi-
scale framework. Macroscale continuum fluid simulations
are setup to supply bulk flow information as a velocity
boundary condition to microscale cell-resolved simulations.
The geometrical constraints are informed by literature and
the experimental setup [69, 39]. The multiscale setup is
visualized in Fig. 2.
Continuum fluid simulation setup

Initially, macroscale simulations of a stented carotid
artery segment are performed using the finite element method-
based commercial computational fluid dynamics (CFD)
software COMSOL Multiphysics 6.1 (COMSOL AB). To
prepare the geometry for COMSOL, the open stents are
rebuild in the computer-aided design (CAD) software Au-
todesk Fusion 360 (version 2.0.17457, Autodesk Inc.) based
on dimensions from the manufacturers and literature. The
open single-layer and dual-layer stents have a diameter of
8 mm each and a length of 29 and 30 mm, respectively. The
large struts of the single-layer stent are 195 µm in diameter
opposed to 180 µm for the dual-layer design. Since the focus
is on the difference between single- and dual-layer designs,
the larger struts are set to the same diameter of 180 µm. This
reduces the original strut diameter of the single-layer design
by 7.7%, which is expected to have a negligible effect. The
smaller inner layer stent struts of the dual-layer design have
a diameter of 42 µm. The radial strut distance and helix pitch
of the individual struts are set to match the respective strut
free cell areas and the angles between overlaying struts of
the fully open stents [69, 39]. Consequently, the open single-
layer stent CAD geometry consists of 20 individual struts -
10 left-handed and 10 right-handed - arranged at a 36° radial
strut distance with a 9.67 mm large helix pitch. The dual-
layer stent contains 6 large outer layer and 18 inner layer
struts in each rotation direction with a 15 mm large helix
pitch each and arranged at 60 and 15° radial strut distance,
respectively. Finally, the CAD geometry of the dual-layer
design is modified to avoid highly skewed mesh elements at
the tangential edge interface of the two strut layers [34, 33].

To achieve this, every fourth inner layer strut of the dual-
layer stent geometry, set to match the 60° radial interval
of the outer layer struts, is omitted. For the same reason,
all remaining inner layer struts are embedded into the outer
layer struts by 1/4 of the inner strut diameter. Furthermore,
the braided nature of the struts is neglected in the CAD
models of both stent designs and instead struts within the
same layer are fully intersecting.

In alignment with the in vitro experiments, the simulated
carotid artery segment is set to a diameter of 6 mm. Since
the diameter is smaller than the open stent diameter, the
stent is restricted from full expansion during deployment. To
compensate for this partial compression, the stent remains
elongated compared to the fully open state, which changes
the stent strut alignment and subsequently the shape and area
of the stent strut free cells. To account for this change in the
simulation, the CAD models are adjusted for implanted stent
dimensions by decreasing the stent diameter and increasing
the stent length accordingly, while maintaining the radial
strut distance and adjusting the helix pitch to preserve the
revolution count of the struts (see Fig. 2 A and B). The main
experimental and simulation dimensions are summarized in
Table 1.

The compression of the stent is exerted as a radial force
of the stent struts on the vessel wall, which causes the elastic
carotid artery wall to stretch and be displaced at the location
of stent struts [61]. This resulting embedment of the stent
into the vessel wall is also present in RT601 silicon elastomer
channels, as used in the in vitro experiments, albeit to a
lesser degree. To account for the embedment effect in the
simulations, the diameter of the compressed strut helices
is chosen to be half a strut diameter larger than the vessel
diameter, leading to a strut embedment of 1/4 strut diameter
into the vessel wall.

The vessel surrounding the stent is simplified as a
straight cylinder geometry. In addition to the single- and
dual-layer stent model, a reference geometry without a stent,
consisting of only the vessel cylinder, is set up. To account
for the non-Newtonian fluid property of whole blood, the
Carreau model is utilized. The model parameters for whole
blood are adopted from Tabakova et al. [60]. In accordance
with experimental values for whole blood, the fluid density is
set to 1060 kg/m3 [22] and the flow rate is set to 380 mL/min,
matching the flow rate of the in vitro experiments.

For each setup - non-stented reference, single-layer and
dual-layer stent - a stationary result is computed in COM-
SOL. Pulsatility is not considered in these simulations, since
they are only used to retrieve an average velocity value.
Following the completed simulations, the average radial
1D velocity profiles are calculated to extract the average
velocity 250 µm from the vessel wall, at radius 2.75 mm. The
resulting velocity value is supplied to the microscale cellular
simulations as a velocity boundary condition.
Cell-resolved simulation setup

To perform microscale blood flow simulations in the
vicinity of the stent struts at the vessel wall, the cell-resolved
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Table 1
Stent and stented vessel dimensions for experiments and macroscale simulations. Experimental dimensions of the single-layer and
dual-layer stent design refer to Wallstent and Casper stent dimensions, respectively. The experimental parameters: stent diameter,
stent length, free cell area and strut angle refer to the open state of the stents. Multiple values for dual-layer stent dimensions
refer to the outer and inner layer struts of the stent, respectively.

Stent
design

Experimental dimensions Simulation dimensions

Stent Stent Strut Free cell Angle Vessel Implanted Stent Radial strut Helix
diameter length diameter area diameter length diameter distance pitch

(mm) (mm) (µm) (mm2) (°) (mm) (mm) (mm) (°) (µm)

Single-
layer

8 29 195 1.09 130-140 6 48 6 36 16

Dual-
layer

8 30 180, 42 6.1, 0.38 105-115 6 45 6 60, 15 22.5

Figure 2: One-way coupled multiscale simulation setup visualized by using the dual-layer stent case as an example. (A): fully
open stent geometry at 8 mm diameter. (B): Implanted stent geometry at 6 mm diameter with inset to visualize the selected
region for the idealized microscale simulations. (C): Visualization of microscale simulation in HemoCell at final time step t = 1
s, driven by velocity boundary condition extracted from continuum fluid COMSOL simulation.

HemoCell framework is used [41]. HemoCell is based on the
lattice Boltzmann method as a fluid solver coupled to the
discrete element method membrane solver via the immersed
boundary method. The open-source framework has been
thoroughly validated in the past and has found a wide array
of application, from studying fundamental cellular margina-
tion behaviour to actively modeling the platelet aggregation
process [72, 73, 11, 50, 51, 56, 57, 55, 71].

The simulation geometry of each respective case, refer-
ence, single-layer and dual-layer stent, is setup to mimic a
small region of the stented carotid artery segment, focused
on the vicinity to the vessel wall. Each geometry consists of
a 500 x 100 x 250 µm3 (X x Y x Z) large cuboid. The single-
layer case geometry includes a single strut at half the cuboid
length and the dual-layer case geometry contains a second,
inner layer, strut that is split between the in- and outlet Y-Z
planes of the geometry (see Fig. 3). The strut dimensions
and their embedment into the vessel wall is identical to the
continuum fluid simulations (see Table 1). The flow is driven
by a velocity boundary condition assigned to the X-Y top
plane wall in positive X-direction, which establishes the flow
profile in the local region of a stented carotid artery segment.

Furthermore, periodic boundary conditions are utilized in
the X- and Y-dimensions. The periodic boundary condition
in X-dimension directs the flow to continuously bypass the
stent struts, while the simulated geometry stays limited to
only a single strut set (see Fig. 3), consequently reducing
computational cost. To create planar symmetry at the in-
and outlet Y-Z planes, which is necessary for the periodic
boundary conditions to function correctly, the angled strut
orientations are omitted and struts are instead aligned per-
pendicular to the flow direction. The velocity values for the
velocity boundary condition are prescribed based on the
continuum fluid simulations (see Fig. 2 B and C).

Each case is initialized with a local hematocrit of 25%
and a platelet volume concentration of 1.7% with cells
placed at random positions and orientations [72]. For the
reference, single-layer and dual-layer case this corresponds
to 34,935 RBCs and 18,857 platelets, 34,673 RBCs and
18,908 platelets and 34,646 RBCs and 18,884 platelets,
respectively. Individual RBCs and platelets have a volume
of 90 µm3 and 11 µm3 each. The platelet concentration
is significantly larger than physiological levels to increase
statistical significance [38]. At 1.7% the increased platelet
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Figure 3: Visualization of dual-layer case simulation in HemoCell with the strut locations in grey metallic appearance and the
bottom wall colored in red. The simulated domain is limited to the cuboid volume that contains the cells, though the periodic
boundary condition in X-dimension directs the flow to continuously bypass the stent struts. The RBCs and platelets within
the cuboid volume are colored in dark red and yellow, respectively. The shear profile decreasing towards the X-Y top plane of
the simulated domain represents the shear gradient from the macroscopic simulation. The velocity boundary condition of the
HemoCell simulation is based on the local velocity evaluation of the COMSOL simulation.

volume concentration is still negligible, therefore the flow
dynamics remain fully governed by RBCs.

With the respective velocity boundary supplied by the
macroscale continuum fluid simulations, each of the three
HemoCell simulations is executed on 50 nodes (6,400 cores)
on the ARCHER2 UK national supercomputer (EPCC, Ed-
inburgh, United Kingdom) for approximately 72 h of wall
time to reach 1 s of simulated flow.

Subsequently, the flow profiles and cellular distributions
of the simulation output are evaluated. Shear rate and rate
of elongation profiles (see Spieker et al. [56, 57, 55]) are
displayed as side views (X-Z plane) of the geometry. The
profiles are averaged across the Y-axis and over time for
iterations between 0.9 - 1 s. Cellular distributions are visual-
ized from the same viewpoint, displaying average local RBC
and platelet volume concentration at lattice node resolution
on the X-Z plane (0.5 x 0.5 µm2) and across the entire Y-
axis (100 µm). Additionally, platelet concentration in 4 µm
vicinity to the vessel wall is quantified in a 1D distribution
plot across the X-axis by reducing bins in Z-direction to a
single instance ranging from 0 - 4 µm. In this case, cellular
distributions are time averaged between 0.5 - 1 s.

3. Results
3.1. In vitro results

Stent implantation reduces thrombus formation on both
collagen and human atherosclerotic plaque homogenates.
The two braided single- and dual-layer stents are studied
and compared to a non-stented reference case. In a chamber
coated with type-I fibrillar collagen (200 µg/mL) a clear
signal accumulating over time is observed, which is ex-
plained by the formation and the accumulation of platelets
aggregates (see Fig. 4 A). Unexpectedly, when blood is
perfused through the collagen-coated chamber implanted
with the single- or dual-layer stent, epifluorescence images
indicate a decreased fluorescent signal for both cases (see
Fig. 4 A). This observation is confirmed by a quantification,
indicating a reduction of 68% and 48% respectively of the
size of platelet aggregates as compared to the control with no
stent implantation (reference collagen: 32.2 ± 5.6%; single-
layer stent: 10.4 ± 3.5%; dual-layer stent: 16.7 ± 4.1%; p
= 0.0151) (see Fig. 4 B). This result suggests that a stent
can exhibit an antithrombotic effect by reducing platelet
accumulation in a diseased vessel.

To extend this result, similar experiments in which col-
lagen is replaced by human atherosclerotic plaque (HAP)
homogenates are performed to better mimic the presence
of atherosclerotic plaque exposing a thrombotic surface. A
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Figure 4: Images of platelet aggregates on stents and collagen. (A) Platelet aggregation on collagen in the reference chamber (no
stent) (left), in a chamber implanted with a single-layer (middle) and a dual-layer (right) carotid stent, after 10 minutes perfusion
of anticoagulated whole blood labelled with DiOC6. Scale bar: 2 mm. (B) Surface area quantification of platelet aggregation in
the reference chamber coated only with collagen, or implanted with a single- or dual-layer stent (*p = 0.0366; ** p = 0.0068).
Values are the mean ± standard error of the mean.

reduction of platelet accumulation on the coated surface
is observed in the single- or dual-layer stent cases when
compared to a non-stented reference chamber (see Fig. 5 A).
This result is confirmed by a quantification showing a 28%
and 41% reduction in thrombus area for the single- and dual-
layer stents respectively when compared to reference cham-
ber coated with HAP, even though statistical significance
was only reached with the single-layer stent (reference HAP:
35.3 ± 3.7%; single-layer stent: 25.5 ± 3.5%; dual-layer
stent: 21 ± 5.4%; p = 0.0595) (see Fig. 5 B). In summary,
the results indicate that the presence of a stent, regardless
of its geometry, reduces thrombus formation in a chamber
coated with thrombogenic material. Except for qualitative
differences in aggregate coverage distribution, the two stent
designs exhibit no significant difference in total aggregate
size.
3.2. In silico results

The continuum fluid simulations of the entire vessel
segment reveal the influence of the implanted stents on the
local flow profiles in vicinity to the wall. While the three
setups - non-stented reference, single-layer and dual-layer
stent - are configured with the same flow rate, they display

a different average local velocity 250 µm from the wall of
72.7 mm/s, 59.4 mm/s and 43.9 mm/s, respectively. The
standard deviations are insignificant (see average 1D radial
flow profiles in Fig. 13).

The different local velocities are subsequently applied
as velocity boundary conditions in the configurations of
the cellular flow simulations. The respective boundaries are
located at the same distance of 250 µm from the wall and
drive the simulation of each case to reach 1 s of simulated
flow (see Movies 16 to 18). Following the completion of the
simulations, the local flow dynamics and cellular distribu-
tions are analyzed and compared.

Figure 6 A and B shows the shear rate profile for the
single- and dual-layer stent case, respectively. Both cases
display the highest shear rate magnitude at the topmost point
of the innermost strut, at a Z-axis height of 135 µm for the
large strut and 166.5 µm for the small inner layer strut. Peak
shear rate values reach 1810 s-1 for the single-layer case and
2236 s-1 for the dual-layer case. The peak rate of elongation
values of 490 s-1 and 721 s-1 for the single- and dual-layer
case respectively, are located slightly below the topmost strut
point towards the proximal and distal side (see Fig. 7).

Spieker et al.: Preprint submitted to Elsevier Page 7 of 18



Carotid single- and dual-layer stents reduce the wall adhesion of platelets

Figure 5: Images of platelet aggregates on stents and human atherosclerotic plaque (HAP). (A) Platelet aggregation on HAP in
the reference chamber (no stent) (left), in a chamber implanted with a single-layer (middle) and a dual-layer (right) carotid stent,
after 10 minutes perfusion of anticoagulated whole blood labelled with DiOC6. Scale bar: 2 mm. (B) Surface area quantification
of platelet aggregation in the reference chamber coated only with HAP, or implanted with a single- or dual-layer stent (*p =
0.0337; ns p = 0.0833). Values are the mean ± standard error of the mean.

Although the set surface velocity in the dual-layer case
is 26% lower than in the single-layer case, the addition of
the inner layer strut increases the peak shear rate by 24%
and rate of elongation by 47%. In comparison, the reference
case experiences a maximum shear rate of 545 s-1 and peak
rate of elongation values of 113 s-1 at a faster flow velocity.
The peak shear rate represents the wall shear rate at a Z-axis
height of 0 µm. The existence of elongational flows in the
non-stented channel altogether can be contributed to sites of
cell - cell interactions, since on the macroscale that flow is
comprised of pure shear.

The velocity profiles of the single- and dual-layer case
are visualized in the form of streamlines superimposed on
a side-view visualization of the simulations in Figs. 8 and
9, respectively. The single-layer case displays a higher flow
velocity throughout the channel, due to the higher veloc-
ity computed from the whole-stent macroscale simulations.
Additionally, the inner layer of the dual-layer design forces
the velocity gradient towards the top plane of the domain,
which correlates with the elevated shear and elongational
flow depicted in Figs. 6 (B) and 7 (B). The single-layer case
exhibits significant recirculation regions spanning across the
bottom plane of the channel, proximal and distal from the
stent strut location. The flow separation occurs on the distal

side of the stent strut at an approximate Z-axis height of
85 µm, while the reattachment on the proximal strut side is
situated slightly lower at about 75 µm. Additionally, small
stagnation zones appear at the bottom plane of the domain,
ranging approximately 20 µm in negative and positive X-
direction from the proximal and distal strut intersection
points, respectively.

The dual-layer design displays smaller separated flow
regions, occurring around 75 µm before and after the large
stent strut intersection on the X-axis and at a Z-axis height of
approximately 70 µm on both sides of the large strut. These
regions are not fully recirculating and can be considered
stagnation zones, due to the very low local velocities (below
0.0001 mm/s). Naturally, the reference case does not display
recirculation regions or stagnation zones.

Observation of the underlying side-view visualisations
suggests a correlation between the location and size of the
separated flow regions and the cellular distributions: the flow
separation points align with volumes of low RBC concentra-
tion and platelet accumulation in both the single- and dual-
layer design. These volumes are well visible in Figs. 8 and 9
in white color. The largest volume appears at the distal flow
separation point of the large strut for both cases.
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Figure 6: Average shear rate profile in cell-resolved simulation
for (A) single-layer and (B) dual-layer case with flow in positive
X-direction. Results are averaged across the Y-axis and over
multiple time steps.

To confirm and quantify differences in cellular distribu-
tion, the average cell volume concentrations are evaluated
in Fig. 10. The reference case displays almost homogeneous
hematocrit and platelet volume concentration distribution,
matching the initialized concentrations of 25% and 1.7%,
respectively (see Fig. 10 A and D). Deviations can be seen
in the volume layer close to the vessel wall: a reduced
hematocrit concentration and an increased platelet volume
concentration at the vessel wall are physiologically expected
due to the shear-induced formation of a cell free layer and
subsequent margination of platelets into this layer [1, 73].

The previously observed recirculation regions in the
single-layer case are reflected in the layered cell distribu-
tions (see Fig. 10 B and E). The flow separation interface
creates a layer of reduced hematocrit concentration, which
is largest at the distal stent strut separation point. The same
area exhibits increased platelet concentration. The stagna-
tion zones at the proximal and distal strut intersection with
the bottom plane also display low RBC concentration and
increased platelet concentration.

The dual-layer design (see Fig. 10 C and F) shows
the absence of recirculation regions. The previously ob-
served stagnation zones contain accumulations of RBCs and
platelets in comparison to the surrounding concentrations.
Their classification as stagnation zones is further substan-
tiated by the comparatively low flow velocity, that also
leads to lower standard deviation in cell concentration (see
Fig. 14 C and F). The similar regions of reduced RBC con-
centration and increased platelet concentration as observed

Figure 7: Average rate of elongation profile in cell-resolved
simulation for (A) single-layer and (B) dual-layer case with
flow in positive X-direction. The velocity results are averaged
across the Y-axis and over multiple time steps.

Figure 8: Streamlines colored by average velocity superimposed
on side-view visualization of the single-layer stent case. The
velocity results are averaged across the Y-axis and over multiple
time steps and the cell positions are captured at the final time
step t = 1 s. The visible RBCs and platelets are colored in dark
red and yellow, respectively.

in the single-layer case can be seen at the flow separation
interface of the dual-layer case. The inner layer strut exhibits
an increase in platelet concentration on the distal side and
a layer of reduced RBC concentration spanning across the
domain in X-direction.

To display platelet availability at the vessel wall where
initial adhesion and aggregation commonly occurs [31],
the platelet concentration in 4 µm distance to the wall is
evaluated along the X-axis of the domains (see Fig. 11).
These are the platelets assumed to be available for binding
at the wall. In alignment with previous results, the reference
case displays an even distribution at around 1%. Both stent
cases show highly uneven platelet availability across the
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Figure 9: Streamlines colored by average velocity superimposed
on side-view visualization of the dual-layer stent case. The
velocity results are averaged across the Y-axis and over multiple
time steps and the cell positions are captured at the final time
step t = 1 s. The visible RBCs and platelets are colored in dark
red and yellow, respectively.

surface. While both designs display peak concentrations
proximal and distal to the large strut location, the dual-
layer case exhibits increased platelet concentration below
the inner layer strut, when compared to the single-layer case.
The concentration peaks in the dual-layer design match the
location of platelet accumulations in the stagnation zones,
seen in Fig. 10 F. The distal concentration peak in the
single-layer case is an accumulation point located within the
stagnation zone, as well. The discontinuity in concentration
before and after the accumulation points can be attributed to
low local platelet occurrence that is represented as zero by
the discrete data-saving steps of the evaluated time range.

Figure 12 A combines the total average platelet concen-
tration within 4 µm distance to the vessel wall for each case.
Both stented cases display lower platelet concentration than
the reference case at 2.19%, with 0.86% for the single-layer
and 0.96% for the dual-layer design. Note that these values
are based on the total volume, irrespective of the volume
exclusion of the stents. Considering fluid-only volume (see
Fig. 12 B) leads to the concentrations of 1.26% and 1.41% for
the single- and dual-layer case, respectively. The difference
between both stented cases remains small, but significant
when taking the standard deviation into account. The trend
of the results qualitatively matches the experimental platelet
surface coverage measurements in Figs. 4 and 5 B.

4. Discussion
In this study, a single-layer and a dual-layer carotid stent

design were investigated by utilizing a novel macrofluidic
carotid chamber for platelet surface coverage measurements
and a multiscale simulation setup to study flow dynamics and
cellular distributions in vicinity to the vessel wall.

The multiscale setup consists of macroscale continuum
CFD simulations of the entire stented segment to accurately
inform the local velocity boundaries for microscale cell-
resolved simulations, capturing the dynamics around indi-
vidual struts. The differences in local flow velocity revealed
by the macroscale simulations and the heterogeneous cel-
lular distributions discovered by the microscale simulations

substantiate the need for a multiscale simulation setup to
study stent design in large vessels.

Both stent designs display a decreased platelet surface
coverage in comparison to non-stented reference experi-
ments (see Figs. 4 and 5). Two separate coatings were used:
collagen coating (see Fig. 4), representing the exposure
following endothelial damage, and HAP homogenate (see
Fig. 5) to mimic the presence of atherosclerotic plaque.
While HAP homogenate more closely resembles a ruptured
plaque than fibrillar collagen coming from equine or bovine
tendons, it has to be noted that the used plaque is crushed,
thus the integrity of the collagen fibres and other proteins is
likely impaired. Nonetheless, the experimentally observed
reduction in platelet coverage of the vessel surface for both
collagen and HAP covered surfaces could be the result
of reduced near-wall platelet availability as found in the
simulations. This is confirmed by evaluation of the cellular
simulations: the trend in local platelet availability in close
vicinity to the vessel wall (see Fig. 12) qualitatively matches
the difference in experimental platelet coverage. It can be
concluded, that the introduction of flow obstructions in the
form of stent struts in a stented vessel segment reduces
local platelet availability and subsequently the likelihood of
aggregation to highly thrombogenic exposed collagen and
HAP.

The simulations further reveal a significant difference
in shear rate and rate of elongation between the reference,
single-layer and dual-layer stent case (see Figs. 6 and 7).
The latter, although driven by the lowest velocity bound-
ary condition, exhibits the largest peaks in both shear rate
(> 2200 s-1) and rate of elongation (> 700 s-1). The shear
rate is well within the range where immobilized VWF can
unfold and expose the A1 domain (> 1000 s-1), while it
stays below pathologic levels associated with shear-induced
platelet aggregation [53, 19, 37]. The rate of elongation on
the other hand exceeds the critical range of 300 - 600 s-1
defined by Sing et al. to be sufficient for the unfolding of
plasma suspended VWF molecules [54]. Unfolded VWF
molecules mediate the adhesion and aggregation of platelets,
which is the initial facilitator of thrombus formation in
arterial thrombosis [4, 31].

In alignment with previous findings by Jiménez et al.,
large recirculation regions spanning the whole distance be-
tween neighbouring stent struts are demonstrated in the
single-layer stent design [27]. In contrast to this, the dual-
layer design is characterized by stagnation zones on the
proximal and distal side of the large outer layer stent strut
and the absence of recirculation regions. Flow stagnation
is associated with blood coagulation and thrombosis, most
commonly the formation of RBC rich clots in venous throm-
bosis. The increased RBC concentration within the stag-
nation zones of the dual-layer stent case therefore further
heightens the likelihood of coagulation-driven clot forma-
tion [67, 15]. Additionally, the dual-layer design displays
higher platelet concentration in close vicinity to the vessel
wall compared to the single-layer design (see Fig. 12).
This higher platelet availability translates to an increased
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Figure 10: Average cell volume concentration across X- and Z-axis for the (A & D) reference (no stent), (B & E) single-layer and
(C & F) dual-layer stent, respectively. RBC concentration in top row (A - C) and platelet concentration in bottom row (D - F).
Results are averaged across the Y-axis and over multiple time steps. Flow is driven in positive X-direction.

Figure 11: Platelet volume concentration within 4 µm distance to the vessel wall for the (A) reference (no stent), (B) single-layer
and (C) dual-layer stent, respectively. The local volume concentration is time averaged between 0.5 - 1 s of simulated flow. Flow
is driven in positive X-direction. As a visual indicator, the stent strut locations are marked in red in B and C. Note: the Y-axis
represents platelet concentration and not spatial scale.

Figure 12: Total average platelet concentration within 4
µm distance to the vessel wall, Without (A) and with (B)
normalizing for the fluid volume. Normalization excludes the
empty volume of the large stent strut circular segment, between
0 and 4 µm from the wall. Results are time-averaged.

probability of contact between platelets and thrombogenic
material and is associated with a higher risk for thrombotic

complications [21, 24]. To summarize, the presence of stag-
nation zones, heightened shear flow, including elongational
flow, and increased platelet concentration are observed in the
dual-layer design in comparison to the single-layer design.
While not observed experimentally here, this confirms and
gives a possible explanation for the results of recent studies
by Yilmaz et al. and Sykora et al., that dual-layer stents
are potentially more thrombogenic than single-layer stents
[70, 59]. The findings require further confirmation through
simulations and experiments. Subsequent platelet surface
coverage measurements in the presented carotid chamber
with a less thrombogenic coating could reveal further trends
for thrombus formation in the environment of a dual-layer
stented carotid artery.

In general, the findings highlight that even minor dif-
ferences in the local environment, introduced by the inner
layer of the dual-layer stent, significantly influence fac-
tors that might be associated with ST, such as shear flow
magnitude, flow stagnation zones, and platelet availability.
Notably, the presence, shape and magnitude of the recir-
culation regions and stagnation zones, observable in cost-
effective continuum flow simulations, substantially impact
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the cellular distributions. These insights establish the po-
tential to further optimize carotid stent design, as well as
vascular stent design in general. The correlation between
recirculation regions and cell distributions suggests that
simple continuum CFD simulations can provide valuable
knowledge about cellular distributions. Figure 15 confirms
that the same streamline profiles resulting from the cellular
simulations can be recreated by computationally less de-
manding CFD simulations. Additional simulations in the
presented multiscale setup have to be deployed to quantify
the described interdependence of recirculation regions and
cellular distributions. A parametric study can subsequently
assess strut shape, size and alignment as well as embedment
depth to optimize the overall stent design towards creating
physiological and therefore favourable flow magnitudes and
cellular distributions.

Future work on the comparison between single-layer and
dual-layer carotid stents includes assessing local differences
in platelet coverage across the stent struts and free cell
areas in more detail. Observations of the platelet thrombi
surface on the fluorescent macroscope images and simu-
lated platelet concentration distributions show differences
between the single- and dual-layer design, but additional
experiments and simulations are required to quantify the
emergent trend. Furthermore, the influence of different flow
velocities, hematocrit concentrations and RBC stiffness on
platelet coverage and availability, can be assessed in future
experiments and simulations [73, 12].

To improve the accuracy of the simulations, a two-
way coupling of the presented multiscale framework could
be considered. The current simulation setup can be fur-
ther improved by including pulsatility, vessel wall elasticity
and stent strut braiding to more closely resemble in vitro
as well as in vivo conditions. To further approximate the
latter, patient-specific anomalies of diseased vessels, such
as narrowing of the lumen or a stiffened vessel wall, can
be included. Advancing the cellular simulation framework
to actively model accurate platelet binding behaviour [55]
could assist in studying ST risk in varying stent designs.

In summary, a comparison between a single-layer and
a dual-layer stent intended for CAS in a combined in vitro
and in silico setup is presented. The results indicate the
presence of high elongational flows in combination with
an increased platelet availability and local stagnation zones
in the recently introduced dual-layer carotid stent design
in comparison to the more established single-layer design.
Additional experiments are required to validate the findings.

Furthermore, a significant influence of stent strut recir-
culation regions on local cell distributions is revealed by the
simulations. This facilitates a novel approach to optimize
stent design in general towards creating a favourable cellular
flow environment around the stent struts.
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Figure 13: Macroscale COMSOL Multiphysics simulation results: Averaged 1D velocity profile in the reference, single-layer and
dual-layer case.

Figure 14: Cell volume concentration standard deviation (SD) across X- and Z-axis for the (A) reference (no stent), (B) single-layer
and (C) dual-layer stent, respectively. SDs stem from averaging across the Y-axis and over multiple time steps. Flow is driven in
positive X-direction.

Figure 15: Microscale COMSOL Multiphysics simulation results: Fluid streamlines superimposed on cross-sectional velocity profile
for single-layer case in A and dual-layer case in B. The results are qualitatively matching the HemoCell streamlines in Figs. 7 and
8. Dynamic viscosity adjusted to 2.5 mPas to match lower local hematocrit of 25% [66, 47].
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Figure 16: Animation of the non-stented reference case simulation in HemoCell from t = 0 to t = 1 s of simulated flow with the
bottom wall colored in red. The simulated domain is limited to the cuboid volume that contains the cells, though the periodic
boundary condition in X-dimension directs the flow to continuously bypass the stent struts. The RBCs and platelets within the
cuboid volume are colored in dark red and yellow, respectively.

Figure 17: Animation of the single-layer case simulation in HemoCell from t = 0 to t = 1 s of simulated flow with the strut
locations in grey metallic appearance and the bottom wall colored in red. The simulated domain is limited to the cuboid volume
that contains the cells, though the periodic boundary condition in X-dimension directs the flow to continuously bypass the stent
struts. The RBCs and platelets within the cuboid volume are colored in dark red and yellow, respectively.

Spieker et al.: Preprint submitted to Elsevier Page 14 of 18



Carotid single- and dual-layer stents reduce the wall adhesion of platelets

Figure 18: Animation of the dual-layer case simulation in HemoCell from t = 0 to t = 1 s of simulated flow with the strut
locations in grey metallic appearance and the bottom wall colored in red. The simulated domain is limited to the cuboid volume
that contains the cells, though the periodic boundary condition in X-dimension directs the flow to continuously bypass the stent
struts. The RBCs and platelets within the cuboid volume are colored in dark red and yellow, respectively.
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Conclusion 

 Lors de la mise au point du modèle in vitro de thrombose de stent carotidien, 

combinant ses deux déterminants, c’est-à-dire un extrait de matériel de plaque de carotide 

(ou du collagène) et un stent carotidien, j’ai observé une diminution surprenante et 

inattendue de l’agrégation plaquettaire en présence d’un stent à double couche, le Casper, 

par rapport au témoin où seule de la plaque était présente. Cette diminution d’agrégation a 

également été observée sur un second stent carotidien, le Wallstent, à simple couche. En 

collaboration avec une équipe de mathématiciens néerlandais, nous avons montré in silico 

que les mailles des deux modèles de stent réduisent la disponibilité des plaquettes à proximité 

de la paroi du vaisseau. La résolution au niveau cellulaire des simulations révèle une influence 

significative des régions de recirculation des deux stents sur la disponibilité locale des 

plaquettes par rapport à une configuration de référence non stentée. Cette observation décrit 

un « effet protecteur » des stents qui n’était pas connu à ce jour et ouvre la perspective très 

intéressante d’exploiter cet effet afin de générer de nouveaux stents avec des mailles dont la 

structure modifie les écoulements et qui auraient un potentiel thrombogène diminué. Par 

ailleurs, l'introduction d'une couche interne dans le stent bicouche augmente le taux de 

cisaillement local et le taux d'élongation au sommet de la couche interne. De plus, la 

disponibilité locale des plaquettes est accrue. Ces effets pro-thrombogènes pourraient 

expliquer pourquoi ce stent est plus thrombogène en clinique.  

 Ce manuscrit présente une nouvelle approche pour étudier la conception des stents, 

pour mieux caractériser leur processus d'optimisation à l'avenir. La résolution cellulaire des 

simulations révèle l'influence significative que les régions de recirculation autour des mailles 

des stents ont sur les distributions cellulaires locales. Ces facteurs pourraient jouer un rôle 

important dans le développement futur de modèles de stents visant à réduire la thrombose 

de stent : l'optimisation de la forme des régions de recirculation par de petits ajustements 

dans l'agencement du stent pourrait influencer de manière significative la disponibilité locale 

des plaquettes et, par conséquent, le risque de thrombose de stent. 
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Introduction 

La thrombose de stent est une complication de la pose d’un stent dans une artère 

sténosée et malade. L’utilisation systématique d’une bithérapie antiplaquettaire, combinant 

l’aspirine à un antagoniste du récepteur P2Y12, a permis d’en réduire son incidence de manière 

importante au niveau des coronaires (< 1 %) et de la fémorale (6,1 %). Toutefois, son incidence 

reste très élevée au niveau de la carotide, estimée à environ 20 %. Cela s’explique par le fait 

que les patients ne sont soumis qu’à une monothérapie d’aspirine, et non à la bithérapie 

antiplaquettaire, afin de limiter les saignements intracrâniens, très délétères dans cet organe. 

La nécessité d’un nouvel agent antiplaquettaire efficace et sans risque de saignement a 

conduit au développement du glenzocimab, un fragment d’anticorps humanisé dirigé contre 

la GPVI. Il a été montré dans un essai clinique de phase I chez des volontaires sains et dans un 

essai de phase Ib/IIa chez des malades, que cet agent est sûr puisqu’il n’entraîne pas 

d’augmentation des saignements. 

L’objectif de ce sixième article est de comparer in vitro et in vivo l’efficacité du 

glenzocimab par rapport au traitement de référence clinique dans la prévention de la 

thrombose de stent. Pour le moment, nous nous sommes intéressés à l’effet du glenzocimab 

en comparaison des antiplaquettaires utilisés en clinique dans la carotide et la fémorale. Pour 

cela, nous avons utilisé le dispositif macrofluidique précédemment décrit dans l’article 2 (Kern 

et al, Heliyon 2024). J’ai mis au point un modèle in vitro de thrombose de stent, dans lequel la 

chambre fémorale ou carotidienne est recouverte d’un homogénat de plaque 

d’athérosclérose humaine, afin de reproduire la thrombogénicité d’une artère malade et donc 

de pouvoir mimer une thrombose de stent. 

Les travaux concernant ce projet sont toujours en cours au laboratoire. 
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CHAPTER 1: INTRODUCTION 

Ischemic pathologies, such as myocardial infarction, ischemic stroke or peripheral 

arterial disease, often result from a thrombosis occurring after the rupture of an 

atherosclerotic plaque. Clinicians do not only treat the ongoing thrombosis with antiplatelet 

agents, but they also reopen the stenosed vessel with angioplasty and stenting. A major 

complication of stent implantation is stent thrombosis (ST). Carotid ST has been determined 

to be an independent predictor of poor neurological outcomes in stroke patients. In addition, 

ST presents a very elevated mortality rate in patients that underwent coronary angioplasty as 

it can lead to a new myocardial infarction or cardiogenic shock when occurring in the coronary 

arteries [1–4]. Concerning patients undergoing ST in lower limbs, they present a high risk of 

amputation which is a major concern for the quality of life [5]. The incidence of ST has been 

dramatically reduced over the last decades, going from 20-25 % down to less than 1 % in the 

coronaries, thanks to the use of dual antiplatelet therapy, combining aspirin with a P2Y12 

antagonist [6,7]. However, it remains a challenge in the lower limbs where dual antiplatelet 

therapy has a limited affect and does not reduce the incidence of ST below 6.1 % in the femoral 

artery [5]. Moreover, recent reports suggest that the incidence of ST in emergent carotid 

stenting is very elevated, exceeding 20 % [8–10]. This high incidence is most likely explained 

by the fact that the antithrombotic strategy in this indication is limited to the use of aspirin as 

a monotherapy, and thereby providing a limited antiplatelet protection. The rational of using 

this pharmacological strategy in this setting is to limit the risk of haemorrhagic transformation 

of stroke and/or intracranial bleeding, which would be very deleterious to the patients [1,10–

12]. It is therefore essential to propose new pharmacological strategies to prevent ST, which 

efficiently prevent thrombus formation, without bleeding risk for the patient. 



3 
 

Platelet glycoprotein (GP) VI has long been established as a major receptor for arterial 

thrombosis, but not haemostasis in mice and in humans. Indeed, patients with a defect or 

absence of GPVI do not experience a major bleeding diathesis [13–15], which is confirmed in 

mice deficient for GPVI, showing no prolongation of tail bleeding time, and no increase in 

blood lost [14,16,17]. The important role of GPVI in atherothrombosis has been evidenced in 

experimental models, in which the atherosclerotic plaques of ApoE-/- deficient mice were 

ruptured with ultrasound or a needle [18,19]. These results indicate that GPVI represents an 

attractive antithrombotic target devoid of bleeding risk. 

Glenzocimab is an antibody fragment directed against human GPVI, developed by the 

French biotech company, Acticor Biotech. This drug candidate is a high-affinity reversible 

inhibitor of GPVI, which prevents platelet activation and aggregation and thus thrombus 

formation [20–22]. Its predecessor, the murine antibody 9O12, has been shown to reduce 

experimental thrombosis in mice humanized for GPVI [23]. In primates, ACT017, its humanised 

version, has been shown to inhibit collagen-induced platelet aggregation ex vivo without 

reducing platelet counts or inducing haemorrhagic side effects [21]. In a phase I clinical trial, 

ACT017 showed no major adverse events, no increased bleeding time and no altered platelet 

count or platelet GPVI expression after administration to healthy volunteers [24,25]. The 

ACTIMIS trial, a phase Ib/IIa study (NCT038030037), which evaluated the effect of glenzocimab 

in addition to standard therapy (thrombolysis and/or thrombectomy) in the treatment of 

ischemic stroke, confirmed that this agent is safe. Interestingly, this trial indicated that 

glenzocimab decreases the frequency of haemorrhagic transformation thereby reducing 

mortality by threefold compared to the placebo arm [22,26,27]. More recently, a phase II/III 

study, ACTISAVE, has confirmed the safety of glenzocimab in stroke patients, but without 

reduction of the NIHSS score (ACTISAVE, NCT05070260). 
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As glenzocimab represents a very safe antithrombotic agent, and much safer than the 

antiplatelet agents currently used in clinic, and since it blocks the interaction between GPVI 

and collagen, which is over expressed in atherosclerotic plaques, we propose that it would 

represent an ideal approach to prevent ST. This study aims to assess the efficacy of 

glenzocimab in comparison and combination of the standard of care to prevent ST in two 

different vascular territories, the femoral and the carotid artery. To do so, we used a 

macrofluidic model [28] and set up a novel ST model, that has the advantage to be adapted to 

any vessel of interest. We compared the efficacy of glenzocimab to the standard of care in 

both a model carotid and femoral stent thrombosis.  

 

CHAPTER 2: MATERIALS & METHODS 

Materials 

The 3D printer Form 3B+ and its UV resin are from Formlabs GmbH (Germany), the PDMS 

(Sylgard 184) is from DOW Europe GmbH (France) and the sonicator (Bioblock Vibra cell 

75115) from Sonics & Materials (USA). Recombinant hirudin was obtained from Transgene 

(France) and 3,3´-dihexyloxacarbocyanine iodide (DiOC6) from Molecular Probes (UK). Fatty 

acid-free human serum albumin (HSA), calcium chloride (CaCl2), magnesium chloride (MgCl2) 

and hexamethyl-1,1,1,3,3,3-disilazane (HMDS) were from Sigma-Aldrich (France). The 

peristaltic pump 530U/R from Watson-Marlow (France), the Leica Z16 APO macroscope and 

LasX software were from Leica Microsystems (France) and the platelet counter Sysmex XN-

1000 from Sysmex France (France). Casper carotid artery stent 8x30 mm were from 

Microvention France (France) and Lifestent femoral stent 6x40 mm from Becton Dickinson, 

(France). Glutaraldehyde was from Electron Microscopy Sciences (USA). The University 

Hospital of Strasbourg supplied aspirin, Acticor Biotech the glenzocimab and AstraZeneca the 



5 
 

cangrelor. The antibodies for collagen I and III (PA5-95137, PA5-34787) and lipids ox-LDL (BS-

1698R) come from ThermoFisher. The secondary IgG rabbit antibody FITC conjugated come 

from EMFRET (P180-1). 

 

Fabrication of the carotid and superficial femoral artery chamber 

The fabrication of both chambers has been described in details in Kern et al. [28]. Briefly, 

moulds with the lumen skeleton of the artery of interest are 3D-printed and surface is made 

as smooth as possible. 45 grams of PDMS (1:10 w/w) are poured inside the mould and let to 

solidify 48 hours at room temperature. The chamber is then immersed in acetone for few days 

to dissolve the skeleton and obtain the perfusion chamber. 

 

Preparation of the human atherosclerotic plaques homogenate 

Human atherosclerotic plaques homogenate (HAPH) are recovered after endarterectomy in 

the carotid or the femoral from the Vascular Surgery Department of the University Hospital of 

Strasbourg. A cryo-grinding process using liquid nitrogen and a mortar transforms the plaques 

into a fine powder, placed in a Falcon tube and diluted in PBS (4 mL / 1 g of powder). The 

mixture undergoes 20 cycles of sonication lasting 15 seconds at an amplitude of 30 %, 

alternating with 10 seconds of rest to avoid overheating the sample. The mixture is 

homogenized by vortexing every five cycles. As this process generates heat, the Falcon tube is 

immersed in a large Falcon tube filled with ice and water. The resulting homogenate is 

centrifuged at 2240 g for 10 min at 4°C. The layer of interest, corresponding to the 

homogeneous layer of the medium, is sampled, weighed and resuspended at 16.5 mg 

protein/mL wet weight in PBS, as according to Karel et al. [29]. 
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Blood collection 

All blood donors were healthy volunteers who gave their free and informed written consent 

to participate in our study, conform to the ethical standards of the Declaration of Helsinki. 

Legal and ethical authorisation to use the collected blood for research was obtained through 

a national convention between the French National Institute of Health and Medical Research 

(INSERM) and the French Blood Institute (EFS) (convention number I/DAJ/C2675). 45 mL of 

blood is collected into a tube containing 5 mL hirudin (100 U/mL) and kept at 37°C. The first 

few millilitres of blood are discarded to avoid platelet activation.   

 

Assemblage of the stent and atherosclerotic plaque material 

HAPH was deposited in the internal carotid chamber (500 µL) or in the femoral artery (1 mL). 

Chambers were put 1 hour at 37°C in a humid box. They were then passivated with 4 mL of     

1 % HSA for 30 min at room temperature and rinsed with PBS supplemented with CaCl2 (2 

mmol/L) and MgCl2 (1 mmol/L). Clinically used stents (Casper for the carotid, Lifestent for the 

femoral) were placed in the according flow chamber at a similar position as in patients, using 

a catheter that allowed stent self-expansion. 

 

Perfusion through the macrofluidic system 

The precise description and assemblage of the system has been described in Kern et al. [28]. 

Briefly, the system is composed of a peristaltic pump, a water bath and a fluorescence 

macroscope under which the chamber is placed. The system was primed with 1X PBS to 

remove air bubbles and check for the absence of leaks. Human whole blood (150 mL) collected 

into hirudin and incubated with DiOC6 (1 μmol/L) to label platelets was then perfused at a flow 

rate of 380 mL/min (mean average flow rate in human carotid artery [30]) or 200 mL/min 
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(mean average flow rate in the human superficial femoral artery [31]) for one hour. 

Antiplatelet agents were let to infuse in the blood reservoir around 5-10 minutes before 

perfusion. 

 

Immunofluorescence 

HAPH from carotid and femoral were coated on PDMS chambers for 1h at 37°C in a humid 

chamber. Chambers were cut in four pieces and coating was fixed with PFA 4 % and then 

incubated with PBS – BSA 2 % - Triton 0.1 %, both for 30 min at RT. Antibodies diluted in PBS 

– BSA 1 % against collagen I (1/100), collagen III (1/500) and lipids ox-LDL (1.100) were 

incubated 1h at RT. Samples were washed three times for 5 min with PBS – Triton 0.1 %. The 

secondary antibody (1/200) was incubated in all samples for 1h at RT. Samples were washed 

three times for 5 min with PBS – Triton 0.1 %, and once for 5 min in distilled water. Samples 

were observed with a DMi8 microscope. 

 

Computational Fluid Dynamics 

Computational fluid dynamics (CFD) simulations were used to investigate the shear stress and 

flow patterns in a native (i.e. non-stented) carotid bifurcation and a femoral artery. The vessels 

were modelled using the SolidWorks CAD software. For the carotid, we used the microfluidic 

chamber CAD model. The straight vessel was designed to mimic a 6 mm diameter in the 

common carotid and the femoral arteries. The models were meshed with ANSYS GAMBIT 21 

R2 and the simulations were conducted using ANSYS Fluent 21 R2. The flow simulation 

conditions were chosen to be a constant laminar incompressible flow. Newtonian rheology 

was defined according to Johnston et al. [32] and the effect of non-Newtonian rheology was 

found to be important only at low velocities. The average flow rate was taken to be 0.4 L/min 
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and the dynamic viscosity and density of blood to be 3.5 × 10−3 Pa/s and ρ = 1080 kg/m3, 

respectively. Gravitational forces were assumed to be negligible [33,34]. 

 

SEM 

Scanning electron microscopy (SEM) is performed as described in Kern et al. [28]. Briefly, 

stents and chamber were fixed with 2.5 % glutaraldehyde, washed with distilled water and 

dehydrated first in graded ethanol solutions, then HMDS. Sputters of platinum allow the 

observation under a Hitachi scanning electron microscope (Tokyo, Japan) [35]. 

 

Statistics 

Results are expressed as the mean ± standard error of the mean. Statistical analyses were 

performed using GraphPad Prism software (La Jolla, USA). Statistical significance between two 

groups was evaluated with the Mann-Whitney test or the Student t-test, according the 

Gaussian law. Statistical significance between several different groups with the Kruskal-Wallis 

test. Values of p < 0.05 were considered to be significant (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 

0.001). Outliers in Figure 3E were determined by the Grubb’s test.  

 

CHAPTER 3: RESULTS 

Part 1: Development and characterisation of new macrofluidic model to study carotid stent 

thrombosis. Stent thrombosis occurs in a stent implanted on an atherosclerotic plaque of a 

diseased artery. To mimic ST in vitro, we developed a flow chamber faithfully reproducing the 

geometry of the carotid artery, and perfectly well suited to implant clinically used stents 

(Figure 1A). The chamber was coated with human plaque homogenates (16.5 mg of 

protein/mL wet weight) prepared from carotid plaques collected in patients after 
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endarterectomy. Using born-type aggregometry and a flow-based assay, we provided 

evidence that the plaque material is highly thrombogenic (data not shown). After coating the 

plaque homogenate in the macrofluidic chamber, we used an immunofluorescence (IF) 

approach to confirm the presence of major thrombogenic components on the chamber 

including type III collagen, and oxidised lipids (ox-lipids), but not type I collagen (Figure 1B). 

Computational fluid dynamic (CFD) was utilised to show that the flows in the chamber are 

relevant as they reproduce those found in the human carotid (Figure 1C) [36–38]. We then 

implanted a carotid stent, the Casper, in the chamber after coating plaque material, and 

perfused human whole blood incubated with DiOC6 to visualise platelet adhesion in real-time. 

While fluorescence signal accumulated in the region of the chamber that was coated and 

stented, no signal was observed in other regions of this chamber as well as in the control 

chamber (Figure 1D). The ability of platelets to accumulate efficiently in the chamber was 

confirmed by quantification showing a surface area of 368.3 ± 96.4 x 105 µm² in the stented 

and coated carotid chamber compare to 0.3 ± 0.1 x 105 µm² in the control chamber (p=0.0025) 

(Figure 1E). SEM showed that the fluorescence observed in the chamber corresponds to 

thrombi, which were composed of numerous highly activated platelets, as indicated by their 

shape change and filopodia emission (Figure 1F). These results validate the development of a 

novel macrofluidic model of carotid ST, which allows efficient platelet adhesion and 

aggregation on plaque extracts and a stent of a carotid chamber, in in relevant rheological 

settings. 

 

Part 2: Glenzocimab prevents carotid ST as efficiently as aspirin. Nowadays, a monotherapy 

with aspirin is recommended in stroke patients with a tandem lesion, to provide an 

antiplatelet protection with limited deleterious intracranial bleeding. To evaluate its impact in 
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the carotid ST model, aspirin (50 µg/mL) was incubated with human whole blood before 

perfusion. After 60 min of perfusion, we observed a marked reduction of fluorescence in the 

aspirin group when compared to the control (saline) (Figure 2A). This result was confirmed by 

a quantification revealing a 90 % decrease of the fluorescent signal (control: 342.4 ± 65.6 x 105 

µm²; aspirin: 35.4 ± 8.4 x 105 µm²; p=0.0003) (Figure 2B). When whole blood was incubated 

with glenzocimab (50 µg/mL [24]), we also observed a marked reduction in platelet 

accumulation as compared to the control, highlighting the potential of glenzocimab to 

efficiently prevent thrombosis in the carotid ST model (Figure 2C). This observation was 

confirmed by a quantification showing a 82 % reduction in platelet signal (control: 242.9 ± 54.3 

x 105 µm²; glenzocimab: 44.3 ± 16 x 105 µm²; p=0.0063) (Figure 2D). These results indicate 

that glenzocimab efficiently prevents thrombosis in the carotid ST model, and could represent 

a novel therapeutic option in this indication. 

 

Part 3: Development and characterisation of a macrofluidic model to study femoral stent 

thrombosis. As ST also represents a medical issue in lower limbs, we developed a femoral ST 

model, with a flow chamber faithfully reproducing the geometry of the superficial femoral 

artery (Figure 3A). The chamber was coated with human plaque homogenates (16.5 mg of 

protein/mL wet weight), prepared from femoral plaques collected in patients after 

endarterectomy, whose reactivity were checked using born-type aggregometry and flow-

based assay (data not shown). After coating the plaque homogenates in the chamber, IF 

approach confirmed the presence of type I collagen, type III collagen, and a little bit of oxidised 

lipids (ox-lipids) on the walls of the chamber (Figure 3B). CFD showed that the flows in the 

chamber are relevant and reproduce those found in humans (Figure 3C) [39]. After implanting 

a Lifestent in the coated femoral chamber and perfusing human whole blood stained with 
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DiOC6, we observed an accumulation of fluorescent signal which was absent in the control 

chamber (Figure 3D). Quantification confirmed the efficient recruitment of platelet signal in 

the relevant regions of the stented femoral chamber (control: 0.2 ± 0.01 x 105 µm²; femoral 

ST: 223.6 ± 5.6 x 105 µm²; p<0.0001), while SEM highlighted the presence of thrombi rich in 

activated platelets (Figures 3E, F). These results validate the development of a macrofluidic 

model of ST adapted to the femoral artery. 

 

Part 4: Glenzocimab prevents femoral ST as efficiently as dual antiplatelet therapy. Dual 

antiplatelet therapy (DAPT), combining aspirin to the P2Y12 blocker cangrelor, is the standard 

of care for stented patients, notably in the femoral and the coronary arteries. To evaluate the 

impact of DAPT in our model, aspirin (50 µg/mL) and cangrelor (0.45 µg/mL) were incubated 

with human whole blood before perfusion. After one hour of perfusion, we observed a 

significant decrease of fluorescence in the DAPT group when compared to the control (saline) 

(Figure 4A). This result was confirmed by a quantification revealing a 61 % decrease of the 

fluorescent signal (control: 780.3 ± 48.1 x 105 µm²; DAPT: 304.6 ± 65.7 x 105 µm²; p=0.0021) 

(Figure 4B). When whole blood was incubated with glenzocimab (50 µg/mL), images showed 

a marked reduction in platelet accumulation as compared to the control, highlighting the 

potential of glenzocimab to efficiently prevent thrombosis in the femoral ST model (Figure 

4C). This observation was confirmed by a quantification showing a 72 % reduction in platelet 

signal (control: 671.1 ± 109 x 105 µm²; glenzocimab: 184.6 ± 26.1 x 105 µm²; p=0.0061) (Figure 

4D). These results indicate that glenzocimab efficiently prevents thrombosis in the femoral ST 

model, and could represent a novel therapeutic option in this indication. 
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CHAPTER 4: PRELIMINARY DISCUSSION  

We developed and characterised a new in vitro macrofluidic model of ST, which 

contains its two determinants, i.e. the stent and the atherosclerotic plaque material. This 

model has the advantage to rely on chambers that can be easily adapted to the dimension and 

geometry of any human artery developing plaques, such as the carotid, the femoral or the 

coronary arteries. We provided evidence that different components of both carotid and 

femoral human atherosclerotic plaques homogenates become adsorbed on the chamber 

walls, such as type I and III collagen or oxidised lipids. We proved that combining both 

determinants of ST led to the formation of aggregates composed of tightly packed platelets, 

as observed by photonic and scanning electronic microscope. We observed that aspirin, the 

standard of care used to avert carotid ST, efficiently prevents thrombus formation in our flow 

device. Glenzocimab was also very efficient under these experimental conditions. Similarly, 

we observed that DAPT and glenzocimab were effective in the femoral ST model, with a 

slightly better effect of glenzocimab.  

We observed a reduction in thrombus formation of 90 % when whole blood was 

treated with aspirin, while glenzocimab exhibited a similar significant reduction, even though 

it was slightly less effective as the inhibition only reached 82 %. One could therefore wonder 

whether there would be an advantage to replace aspirin with glenzocimab in patients with 

tandem lesions. We propose that the huge advantage of glenzocimab over aspirin comes from 

the fact that it is very safe, as evidence by clinical trials [22,24]. Therefore, using glenzocimab 

in tandem lesion patients would achieve a very potent antithrombotic effect without carrying 

a bleeding risk. One could also propose that glenzocimab should not replace aspirin, but be 

administered on top of aspirin to improve the antithrombotic potential with no harm to the 

patient. This hypothesis is supported by the fact that aspirin administered to glenzocimab in 
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hGPVI mice does not increase the tail bleeding time when compared to aspirin (data not 

published). Moreover, the strategy consisting in treating patients with aspirin and 

glenzocimab will be evaluated in the setting of a clinical trial that aims to evaluate the benefit 

of such as strategy when compared to aspirin alone in tandem lesion patients. 

Using the femoral ST model, we observed that glenzocimab (72 %) inhibits to a 

relatively similar extent thrombus formation compared to DAPT (61 %). However, we noticed 

that glenzocimab might appear less effective in the femoral ST model (72 % reduction in 

thrombus formation) when compared to the carotid ST model (82 % reduction in thrombus 

formation). This difference could be explained by a distinct reactivity of plaques between two 

vascular territories. Indeed, we have recently observed that plaque from different arteries 

present distinct reactivities, notably linked to their content in fibrillar collagen, which is the 

main ligand of GPVI (Feng et al, submitted). One could wonder whether the dose of 

glenzocimab should not be adapted depending on the clinical situation. Further experiments 

with an increased concentration of glenzocimab are needed. 

While this model mimicking ST is innovative and combines both determinants to study 

this complication, it still has some limitations, and still requires to be improved. We used cryo-

crushed human atherosclerotic plaque homogenates, which is the best approach today to 

mimic blood interaction with a diseased vessel. Nevertheless, we should keep in mind that the 

preparation of the plaque relies on cryo-crushing and steps of centrifugation, which are likely 

damaging or losing several plaque components. Another limitation of the model is the 

difficulty to reproduce the exact stiffness of a diseased vessel wall, as atherosclerotic plaque 

are extremely rigid. Therefore, it could be interesting to measure the stiffness of PDMS 

chambers to see how they compare with the vessels of interest and adapt the proportions for 

PDMS to approximate as closely as possible different pathological conditions in diverse 
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territories. Finally, even when the lumen is reopened in clinic, residual stenosis may still be 

present. It is well known that a narrowed lumen changes the rheological conditions of blood, 

which can influence thrombus formation. In order to be closest to the clinical conditions, we 

could develop a chamber with a mean residual stenosis found in the arteries of interest and 

coat HAPH on the narrowed part of the chamber. 

This manuscript presents the characterisation of a new in vitro model to study ST that 

can be adapted to any vascular territory, based on 3D flow chambers. The combination of both 

determinants leading to ST induces the formation of thrombi in both the carotid and the 

femoral models. Aspirin and DAPT, the standard of care used to prevent respectively carotid 

and femoral ST, as well as glenzocimab, efficiently prevented thrombi formation in our flow 

model.  
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1: Development and characterisation of the carotid ST model. (A) Carotid chamber at 

the human geometry with (left) and without (right) a stent. Scale bar: 10 mm. (B) 

Immunostaining of collagen I, collagen III and oxidized lipids on a coating of carotid 

atherosclerotic plaque homogenate. Control is the secondary antibody. Scale bar: 50 µm. (C) 

Computational fluid dynamics (CFD) simulations to characterize the bloodstream, flow stream 

and wall shear rate (WSR) inside the carotid artery chamber. (D) Internal carotid artery with 

or without a coating of plaque homogenate (16.5 mg of protein/mL wet weight) and a stent 

after one hour of perfusion of hirudinated human whole blood. Platelet aggregates appear in 

green. Scale bars: 2 mm. (E) Quantification of the surface area of platelet aggregates in the 

coated and stented zone of the internal carotid chamber (** p = 0. 0025) (n = 5). Values are 

the mean ± standard error of the mean. (I) Scanning electron microscopy (SEM) images of the 

lumen of a chamber with both determinants after one hour of blood perfusion. Scale bars: 20 

µm. 

 

Figure 2: Evaluation of the effect of glenzocimab compared to aspirin in the carotid ST 

model. (A) Internal carotid artery with or without aspirin (50 µg/mL) after one hour of 

perfusion of hirudinated human whole blood. Platelet aggregates appear in green. Scale bars: 

2 mm. (B) Quantification of the surface area of platelet aggregates in the coated and stented 

zone of the internal carotid chamber (*** p = 0. 0003) (n = 5-6). Values are the mean ± 

standard error of the mean. (C) Internal carotid artery with or without glenzocimab (50 µg/mL) 

after one hour of perfusion of hirudinated human whole blood. Platelet aggregates appear in 

green. Scale bars: 2 mm. (D) Quantification of the surface area of platelet aggregates in the 

coated and stented zone of the internal carotid chamber (** p = 0. 0063) (n = 4). Values are 

the mean ± standard error of the mean. 

 

Figure 3: Development and characterisation of the femoral ST model. (A) Femoral chamber 

at the human geometry with (left) and without (right) a stent. Scale bar: 10 mm. (B) 

Immunostaining of collagen I, collagen III and oxidized lipids on a coating of femoral 

atherosclerotic plaque homogenate. Control is the secondary antibody. Scale bar: 50 µm. (C) 
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Computational fluid dynamics (CFD) simulations to characterize the bloodstream, flow stream 

and wall shear rate (WSR) inside the superficial femoral artery chamber. (D) Femoral artery 

with or without a coating of plaque homogenate (16.5 mg of protein/mL wet weight) and a 

stent after one hour of perfusion of hirudinated human whole blood. Platelet aggregates 

appear in green. Scale bars: 2 mm. (E) Quantification of the surface area of platelet aggregates 

in the coated and stented zone of the femoral chamber (**** p<0. 0001) (n = 3). Values are 

the mean ± standard error of the mean. (I) Scanning electron microscopy (SEM) images of a 

chamber with both determinants after one hour of blood perfusion. Scale bar: 20 µm. 

 

Figure 4: Evaluation of the effect of glenzocimab compared to dual antiplatelet therapy in 

the femoral ST model. (A) Femoral artery with or without dual platelet anti-therapy (DAPT), 

combining aspirin (50 µg/mL) and cangrelor (0.45 µg/mL), after one hour of perfusion of 

hirudinated human whole blood. Platelet aggregates appear in green. Scale bars: 2 mm. (B) 

Quantification of the surface area of platelet aggregates in the coated and stented zone of the 

femoral chamber (** p = 0. 0021) (n = 3). Values are the mean ± standard error of the mean. 

(C) Femoral artery with or without glenzocimab (50 µg/mL) after one hour of perfusion of 

hirudinated human whole blood. Platelet aggregates appear in green. Scale bars: 2 mm. (D) 

Quantification of the surface area of platelet aggregates in the coated and stented zone of the 

femoral chamber (** p = 0. 0061) (n = 3). Values are the mean ± standard error of the mean. 
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Conclusion 

 La mise au point du modèle in vitro de thrombose de stent a nécessité la combinaison 

de ses deux déterminants majeurs : le stent et la plaque d’athérosclérose. L’utilisation d’une 

plaque entière n’étant pas possible, nous avons préparé des homogénats broyés qui ont 

permis de recouvrir des surfaces d’intérêt dans les chambres de perfusion. 

L’immunofluorescence sur un coating d’homogénat de plaque indique que diverses protéines 

activatrices des plaquettes telles que les collagènes de type I et III, ou encore les lipides, 

s’adsorbent sur la paroi de la chambre. L’insertion d’un stent sur ce coating permet de 

reproduire in vitro une thrombose de stent. Les premiers résultats indiquent que le 

glenzocimab et l’aspirine inhibent de manière similaire la thrombose de stent carotidien. Il en 

est de même pour la bithérapie antiplaquettaire et le glenzocimab dans la thrombose de stent 

fémoral.  

Ces résultats in vitro sont à confirmer in vivo. Nous développons actuellement un 

modèle de thrombose de stent dans la souris, ce qui a pour avantage d’être un modèle plus 

intégré et de donner des résultats potentiellement plus pertinents. Le glenzocimab ciblant la 

GPVI humaine, cela nécessite l’utilisation de souris hGPVI. Par ailleurs, les souris ne 

développant pas de plaque d’athérosclérose en temps normal, il faudra également utiliser des 

souris ApoE -/- qui seront croisées avec la lignée hGPVI. Les résultats du manuscrit final 

devraient permettre de confirmer l’efficacité du glenzocimab en tant qu’agent 

antiplaquettaire dans la prévention de la thrombose de stent de divers territoires vasculaires 

et de constituer un socle scientifique solide pour lancer un essai clinique. 
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L’intérêt de l’étude des mécanismes menant à la thrombose de stent pour mieux la prévenir 

Lors de la survenue d’une pathologie ischémique due à la rupture d’une plaque 

d’athérosclérose, les cliniciens peuvent installer un stent au niveau de l’artère malade pour 

rouvrir le vaisseau et restaurer un flux sanguin normal. Une complication peu courante, mais 

extrêmement grave de la pose d’un stent est la thrombose de stent. Pour la prévenir, la 

bithérapie antiplaquettaire est recommandée dans les artères coronaires et la fémorale, ce 

qui a permis d’en réduire son incidence à 0,7 % dans les coronaires et 6,1 % dans la fémorale, 

mais cette approche pharmacologique s’accompagne toujours d’un taux de mortalité très 

élevé qui oscille entre 10 et 40 % au niveau des coronaires. Au niveau cérébral, la prévention 

de la thrombose de stent repose sur une monothérapie d’aspirine afin de limiter le risque de 

saignement intracrânien, très délétère pour le patient. Cette stratégie thérapeutique a 

toutefois pour conséquence une incidence plus élevée de thrombose de stent, d’environ 20%, 

et peut mener jusqu’à la survenue d’un nouvel AVC ischémique ou au décès du patient. 

Comprendre par quels mécanismes la thrombose de stent survient et identifier de nouvelles 

cibles antiplaquettaires plus sûres est donc primordial. 

 

L’objectif central de mon projet de thèse a été de déterminer les mécanismes mis en 

jeu dans la thrombose de stent afin de mieux la prévenir dans différents territoires vasculaires, 

à savoir la carotide, la fémorale et les coronaires. Les résultats obtenus sont : i) le 

développement d’une nouvelle plateforme macrofluidique permettant l’étude des stents 

carotidiens, fémoraux et coronaires utilisés en clinique et en cours de développement ; ii) 

l’identification et la caractérisation de l’importance du design du stent sur les modifications 

de l’écoulement sanguin et sur sa thrombogénicité ; iii) l’identification d’un potentiel effet 

protecteur des stents, lié à leur capacité à modifier localement le flux ; et iv) l’identification 

du glenzocimab, un agent anti-GPVI, comme un candidat-médicament intéressant pour 

prévenir la thrombose de stent sans risque de saignement pour les patients. 

 

Développement d’un nouveau modèle macrofluidique permettant d’étudier la 

thrombogénicité intrinsèque des stents et la thrombose de stent 

Divers modèles expérimentaux (boucle de Chandler, système de perfusion Haemobile, 

chambre de perfusion annulaire, système de paillasse circulaire, modèle de perfusion ex vivo 



 
250 Conclusions et perspectives 

par shunt artério-veineux carotide-jugulaire) permettant d'étudier la thrombogénicité des 

stents utilisés en clinique ont été développés et adaptés au cours des décennies. La revue que 

j’ai écrite à ce sujet [533] explique que ces modèles ont permis de définir les caractéristiques 

thrombogènes intrinsèques des stents, en particulier le matériau, ce qui a conduit au 

développement de stents composés de matériaux moins thrombogènes. Ces modèles de 

perfusion ont également contribué à l’essor des traitements de surface et de polymères 

recouvrant les stents pour réduire leur thrombogénicité. Ces modèles expérimentaux ont 

aussi contribué à montrer que la conception du stent est un autre facteur important de leur 

thrombogénicité. Toutefois, ces différents modèles présentent plusieurs limites. Tout d'abord, 

la plupart ne reproduisent pas les conditions physiologiques d'écoulement et les taux de 

cisaillement de la paroi, car les débits utilisés ne miment généralement pas les conditions 

rhéologiques des artères concernées. Or, le flux sanguin est un facteur très important de la 

fonction des plaquettes et de la coagulation, il est donc important d'essayer de reproduire le 

plus fidèlement possible les flux retrouvés chez les patients. De plus, l’insertion d'un stent 

dans un tube en plastique droit, lisse et semi-rigide ou dans une chambre de perfusion droite 

ne reproduit pas réellement la situation clinique. De même, ces modèles se sont uniquement 

concentrés sur l'étude de la thrombogénicité intrinsèque des stents coronaires et n'ont pas 

été utilisés pour tester des stents implantés dans d'autres artères, telles que la carotide ou la 

fémorale. Enfin, bien que ces modèles aient été importants pour identifier les caractéristiques 

thrombogènes des stents, ils n’ont pas étudié la thrombose de stent proprement dite, qui 

survient lorsqu’un stent est implanté sur une plaque d’athérosclérose dans un vaisseau 

malade.  

 

Afin d’améliorer l’étude in vitro de la thrombose de stent, j’ai développé un modèle 

macrofluidique à l’échelle des vaisseaux humains pour étudier la thrombogénicité intrinsèque 

des stents utilisés en clinique, mais aussi la thrombose de stent. En collaboration avec une 

équipe de physiciens du Technion (Haïfa, Israël), j’ai mis au point au laboratoire un modèle 

permettant d'évaluer la thrombogénicité intrinsèque des stents cliniques en conditions de flux 

pertinents. Le modèle repose sur l'utilisation de chambres mimant la géométrie précise des 

artères coronaires, fémorales ou carotidiennes humaines. Il est parfaitement adapté à 

l'insertion d'un stent clinique en vue d’étudier son interaction avec les cellules sanguines. Par 

rapport aux modèles d’études des stents déjà développés, la chambre de perfusion permet la 
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mise en place d'un stent de manière similaire à ce qui se fait chez les patients. Ce 

positionnement pertinent du stent permet de reproduire les conditions rhéologiques 

rencontrées chez les patients, ce qui est d'une importance cruciale, car il est connu que la 

rhéologie est un régulateur clé de la fonction plaquettaire et un déclencheur majeur de la 

thrombose artérielle. La chambre est insérée dans un système de perfusion circulaire fermé 

permettant de perfuser du sang humain total hirudiné aux débits pertinents retrouvés dans 

les artères susmentionnées. L'importance de la rhéologie dans la thrombogénicité des stents 

et dans la thrombose de stent est ainsi mieux évaluée, puisqu’elle est un élément clé à 

considérer, car le flux est un déterminant majeur reconnu de la thrombose artérielle. Le 

modèle macrofluidique que nous avons développé présente de nombreux avantages, 

notamment le fait qu'il soit un modèle in vitro facilitant l’étude des dispositifs médicaux dont 

la taille nécessite généralement le recours aux grands animaux, ce qui va dans le sens de la 

réduction et du remplacement souhaités des animaux dans la recherche scientifique. De plus, 

grâce à sa grande taille, ce modèle macrofluidique est adapté à l’étude des dispositifs 

médicaux destinés à la clinique, ce qui n’est pas le cas des dispositifs microfluidiques 

largement utilisés par les laboratoires de recherche et les biotechs. La possibilité de perfuser 

du sang humain a également un intérêt majeur par rapport aux modèles animaux, car des 

différences d’espèces du système hémostatique existent entre l’homme et le cochon ou le 

mouton. Enfin, un modèle in vitro permet de contrôler précisément de nombreux paramètres 

afin d'obtenir des conditions similaires dans toutes les expériences. Cependant, ce système 

présente encore certaines limites dont les principales sont les volumes de sang et de réactifs 

nécessaires pour réaliser un flux (150 mL de sang) et l'utilisation d'une pompe péristaltique, 

qui produit un flux sanguin semi-constant au lieu d'un flux pulsatile. Un développement futur 

consisterait à utiliser une pompe pulsatile afin de mieux reproduire la dynamique des fluides 

dans les vaisseaux humains. Toutefois, cette étape reste un défi, car même dans les études 

microfluidiques, la pulsatilité n'est quasi jamais prise en compte en raison de difficultés 

techniques. Une autre limite du système est que les chambres ne reproduisent pas la rigidité 

précise d’un vaisseau sain ou malade. Il pourrait être intéressant de modifier la proportion des 

composants constituant la chambre ou d'utiliser d'autres matériaux ayant une rigidité 

différente afin d'étudier l'impact de la rigidité des vaisseaux sur la formation de thrombi sur 

les stents. De plus, l'utilisation de sang total hirudiné ne nous permet pas d'évaluer le rôle de 
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la coagulation dans la formation de thrombi sur les stents, car les conditions sont non 

coagulantes. L'utilisation d'un autre anticoagulant comme le citrate, permettrait de recalcifier 

le sang total avant de le perfuser dans le dispositif. Cela représente un développement 

intéressant, mais cette adaptation sera particulièrement complexe, car la coagulation survient 

de manière rapide et explosive in vitro en raison du manque des inhibiteurs naturels et 

pourrait donc entraîner de nombreux artefacts.  

 

Les stents carotidiens possèdent une thrombogénicité intrinsèque influencée par la 

rhéologie 

Un résultat de mes travaux de thèse a été l’observation que les stents Casper et 

Wallstent sont tous deux thrombogènes. J’ai observé qu’ils permettent la formation d’un 

thrombus massif dans la bifurcation carotidienne, où les mailles du stent sont dans la lumière 

du vaisseau, ce qui a été corrélé avec des observations cliniques chez des patients victimes 

d’une thrombose de stent carotidien. Ces résultats soulignent l'importance du design du stent 

dans sa thrombogénicité intrinsèque. En effet, le design modifie le flux local autour des mailles 

du stent et génère une région à fort taux de cisaillement, hautement prothrombotique 

notamment par sa capacité à permettre le déploiement du FW. Par ailleurs, la formation de 

ce thrombus s’est avérée sensible à l'aspirine et aux antagonistes de l'intégrine αIIbβ3. Ces 

observations sont en accord avec la pratique clinique, où l'aspirine est actuellement le 

traitement de référence pour prévenir la thrombose de stent carotidien [350,579,582]. Il 

convient toutefois de mentionner qu'environ 20 % des patients traités à l'aspirine développent 

toujours une thrombose de stent, et que des stratégies alternatives doivent être proposées. 

La raison pour laquelle l'aspirine semble être plus efficace dans notre modèle expérimental 

qu'en clinique n'est pas claire et pourrait être liée au fait que nous n'avons pas utilisé du sang 

de patients, mais de volontaires sains. Une autre explication potentielle vient du fait que, pour 

des raisons techniques, nous avons utilisé du sang anticoagulé. Il est possible qu'en présence 

de thrombine, le processus de thrombose de stent repose davantage sur la thrombine, une 

voie indépendante de la voie TxA2 ciblée par l'aspirine. L’efficacité des antagonistes de 

l'intégrine αIIbβ3 n’est pas étonnante au regard de leur effet sur l’agrégation plaquettaire, 

dépendante de la liaison du fibrinogène plasmatique soluble à l’intégrine αIIbβ3. 
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En plus du thrombus massif au niveau de la bifurcation, j’ai également observé que des 

thrombi plus petits se formaient sur les mailles du stent en contact avec la paroi de la chambre. 

En comparant les stents tressés Casper et Wallstent à un stent coupé au laser, le Protégé RX, 

j’ai observé que les stents Casper et Wallstent sont plus thrombogènes que les Protégé RX. 

Les zones de croisements des mailles des stents tressés sont les zones de formation 

privilégiées des thrombi, et coïncident avec une perturbation du flux sanguin, une zone de 

stagnation des plaquettes et une diminution des taux de cisaillement. Ce taux de cisaillement 

très bas pourrait permettre, par l’adsorption du fibrinogène plasmatique aux mailles du stent, 

l'adhérence des plaquettes par l’interaction fibrinogène-αIIbβ3, menant à leur activation puis 

agrégation. Ces observations ne sont pas retrouvées sur un stent coupé au laser, qui est moins 

thrombogène. Les matériaux utilisés pour fabriquer les implants médicaux sont connus pour 

déclencher une réponse biologique et représenter une source majeure d'effets secondaires 

indésirables. Il en est de même pour les matériaux composant les stents, qui favorisent 

l'adhérence et l'activation des plaquettes et encouragent la formation de thrombi. Nos 

résultats confirment que le nitinol et l'elgiloy, respectivement les matériaux du Casper et 

Wallstent, permettent l’agrégation des plaquettes, ce qui indique que ces deux matériaux sont 

thrombogènes par nature. Les thrombi formés se sont avérés sensibles aux antagonistes de 

l'intégrine αIIbβ3, ce qui est peu surprenant puisqu’il s’agit de puissants inhibiteurs de 

l’agrégation plaquettaire. La formation des thrombi est également sensible à l'aspirine, ce qui 

est en accord avec la pratique clinique où l’aspirine est administrée en prévention d’une 

thrombose de stent, mais ne parvient à la prévenir que chez 80 % des patients. L’aspirine ne 

montre donc pas une efficacité complète dans la prévention de la thrombose de stent. Comme 

pour le thrombus massif à la bifurcation, il est possible que bloquer la voie du TxA2 ne soit pas 

suffisant et qu’inhiber d’autres voies soit nécessaire pour prévenir de manière optimale la 

thrombose de stent. 

 

Évaluation du glenzocimab dans la prévention de la thrombose de stent 

Une limite majeure des agents pharmacologiques utilisés en clinique pour prévenir la 

thrombose de stent est le risque de saignements importants qu’ils induisent. De nombreuses 

publications ont indiqué que la GPVI est une cible intéressante pour développer un nouvel 

agent antithrombotique plus sûr que les antiplaquettaires utilisés actuellement en clinique 
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[154,155,161,583]. Deux agents anti-GPVI ont été évalués dans des essais cliniques ces 

dernières années. Le premier est le revacept, une molécule composée de deux domaines 

extracellulaires de la GPVI reliés au fragment Fc d’un IgG formant une GPVI-Fc mimant la GPVI 

sous forme dimérique [377,584]. Le second est le glenzocimab, un fragment humanisé d’un 

anticorps monoclonal bloquant la GPVI. Ce dernier a montré une réduction de la thrombose 

expérimentale chez des souris humanisées pour la GPVI, ainsi que l’inhibition de l’agrégation 

plaquettaire induite par le collagène ex vivo sans réduire la numération plaquettaire ou induire 

d'effets secondaires hémorragiques chez le primate [158,585]. De même, dans un essai 

clinique de phase I chez des volontaires sains et un essai de phase Ib/IIa chez des patients 

atteints d’un AVC (NCT03803007), l’administration du glenzocimab n’a pas montré 

d’évènements indésirables majeurs, d’augmentation du temps de saignement, de 

modification de la numération et de l’expression plaquettaire de la GPVI [381,382]. Ce 

candidat-médicament est donc intéressant dans la prévention de la thrombose de stent. 

Le troisième objectif de ma thèse a porté sur la mise en place d‘un modèle de 

thrombose de stent qui permet l’évaluation de l’effet préventif du glenzocimab dans le 

modèle macrofluidique qui mime la carotide ou la fémorale. Les premiers résultats du projet 

montrent que la combinaison des deux déterminants de la thrombose de stent, à savoir le 

stent et la plaque d’athérosclérose, permet de reproduire in vitro la thrombose de stent. Le 

marquage de différents composants thrombogènes de l’homogénat de plaque 

d’athérosclérose indique que du collagène de type I, du collagène de type III et des lipides 

oxydés restent adhérés à la paroi de la chambre après coating. Il a été montré in vitro que 

l’aspirine et la bithérapie antiplaquettaire inhibent efficacement la formation de thrombi dans 

les modèles respectivement carotidien et fémoral. De même, le glenzocimab possède un effet 

antithrombotique puissant dans les deux modèles de thrombose de stent. Bien que proche de 

ce qu’il se passe chez les patients, le modèle in vitro de thrombose de stent possède quelques 

points à améliorer. Pour commencer, l’idéal pour mimer la plaque d’athérosclérose rompue 

serait d’insérer une plaque entière dans le vaisseau. Toutefois, cela n’est pas possible pour 

d’évidentes raisons techniques. Le recouvrement de la surface avec un homogénat de plaque 

est une alternative intéressante. Pour préparer les homogénats, nous avons opté pour une 

technique de cryobroyage. Cependant, le broyage endommage très probablement de 

nombreuses protéines activatrices des plaquettes, dont le collagène fibrillaire. De même, la 

préparation de l’homogénat repose sur une couche unique récupérée après centrifugation et 
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non pas sur la totalité de la préparation, ce qui peut faire perdre des facteurs thrombogènes 

de la plaque. Il est à noter que les homogénats utilisés sont obtenus à partir d’un pool de 

plaques de cinq patients pour limiter la variabilité interindividuelle. Une autre limite du 

modèle est l’utilisation de sang anticoagulé par de l’hirudine, un inhibiteur direct de la 

thrombine. Il pourrait être intéressant par la suite de faire intervenir la part de la coagulation 

dans la thrombose de stent. En effet, elle peut jouer un rôle substantiel chez les patients et il 

serait donc important de la prendre en compte. Un changement d’anticoagulant pour 

collecter le sang, comme le citrate, permet une recalcification ultérieure, et donc de réaliser 

des expériences dans lesquelles le système de coagulation est actif. Toutefois, cela représente 

un challenge majeur, car l’activation de la coagulation in vitro se fait de manière diffuse et 

exagérée, ce qui ne reflèterait pas le processus chez le patient qui resterait circonscrit au lieu 

du processus thrombotique.  

 

Un effet protecteur des stents carotidiens sur du matériel thrombogène 

Une observation surprenante et inattendue de ma thèse a été de constater une 

diminution de la thrombose lorsqu’un stent est implanté dans une chambre recouverte de 

matériel de plaque. En collaboration avec une équipe de mathématiciens (Amsterdam, Pays-

Bas), nous avons comparé in silico l’influence de la structure du stent sur la répartition 

cellulaire et nous avons montré que les mailles des deux modèles de stent que l’on a utilisés, 

c’est-à-dire le Casper et le Wallstent, réduisent la disponibilité des plaquettes à proximité de 

la paroi du vaisseau. La résolution au niveau cellulaire des simulations révèle une influence 

significative des régions de recirculation des deux stents sur la disponibilité locale des 

plaquettes par rapport à une condition non stentée. Les résultats obtenus avec le Wallstent 

sont en accord avec d’autres travaux de la littérature, qui indiquent que les mailles du stent 

perturbent le flux et entraînent de larges régions de recirculation entre les mailles [419,434]. 

En revanche, le Casper est caractérisé par la survenue de zones de stagnation au niveau des 

grandes mailles externes du stent et par l'absence de régions de recirculation des globules 

rouges. Par ailleurs, le Casper entraîne une concentration plaquettaire plus élevée à proximité 

de la paroi du vaisseau que le Wallstent, ce qui pourrait favoriser la thrombogénicité 

intrinsèque des stents à double-couche et être associé à un risque plus élevé de complications 

thrombotiques. Ce résultat est en accord avec des études cliniques [446–448,586], et 
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indiquent que des différences même mineures dans l’environnement local influencent de 

manière importante les facteurs qui pourraient être liés à la thrombose de stent. Le modèle 

macrofluidique que l’on a développé pourrait être amélioré, notamment en intégrant soit au 

niveau in vitro ou in silico la pulsatilité et l'élasticité de la paroi du vaisseau. De plus, inclure 

des anomalies des vaisseaux malades spécifiques au patient, telles que le rétrécissement de 

la lumière ou la rigidité de la paroi du vaisseau, serait également intéressant. La perspective 

très intéressante de cette découverte est qu’elle ouvre la possibilité d'optimiser la conception 

des stents, en vue de créer des distributions cellulaires moins thrombogènes et, par 

conséquent, favorables pour le patient. 

 

Limites de ce travail 

 Les données présentées dans ce travail de thèse, que ce soit pour l’évaluation de la 

thrombogénicité intrinsèque des stents ou l’étude de l’intérêt d’utiliser le glenzocimab dans 

la prévention de la thrombose de stent, ont été obtenues in vitro dans le modèle 

macrofluidique que j’ai mis en place au laboratoire. Bien qu’utiles à de nombreux égards, les 

chambres utilisées dans ce modèle ne reproduisent pas pour le moment la rigidité des 

vaisseaux et la déformation due à la sténose résiduelle de la plaque retrouvées chez les 

patients. De plus, bien que pertinent au vu des différences d’espèces qu’il peut y avoir, le sang 

humain utilisé est anticoagulé, donc seules les premières étapes de la formation de thrombi 

sont observables dans le système. Enfin, il faut noter que la pulsatilité n’est pas prise en 

compte et qu’il est important de considérer la variabilité interindividuelle. Ces éléments 

constituent des pistes d’amélioration du modèle macrofluidique. Nous envisageons 

également de mettre au point un modèle de thrombose de stent chez la souris. 

 

Perspectives 

Nos résultats montrent que le modèle macrofluidique est particulièrement bien 

adapté à l'évaluation de la thrombogénicité des stents utilisés en clinique. Ainsi, ce système 

pourrait représenter une plateforme attrayante pour évaluer différents paramètres 

thrombogènes des stents et cribler les nouveaux matériaux et design de stents en cours de 

développement. Enfin, ce modèle pourrait également contribuer à évaluer l'impact des 

traitements de surface ou de nouveaux coatings permettant de réduire la thrombogénicité 

intrinsèque des stents. Un tel dispositif constitue donc un modèle expérimental pertinent 
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susceptible d’intéresser les entreprises travaillant sur de nouveaux stents. Ce dispositif 

pourrait être utilisé dans le cadre de criblages précliniques avant des expériences sur de gros 

animaux comme les porcs et les moutons, et présente donc un avantage éthique évident. Le 

développement de stents moins thrombogènes permettrait d'adapter les stratégies 

thérapeutiques en utilisant des thérapies antiplaquettaires moins agressives et, par 

conséquent, de réduire les effets secondaires tels que les hémorragies. Nous avons déjà établi 

les premiers contacts avec des industriels allant dans ce sens. 

Par ailleurs, les traitements antiplaquettaires prescrits pour prévenir la survenue d’une 

thrombose de stent ne sont pas toujours efficaces et possèdent un important risque 

hémorragique pouvant être fatal au patient. Un axe de mon travail a porté sur l’évaluation du 

glenzocimab, un agent anti-GPVI, dans la prévention de la thrombose de stent. Les premiers 

résultats in vitro indiquent que ce candidat-médicament serait tout aussi efficace que les 

traitements de référence utilisés en clinique dans deux territoires vasculaires différents, la 

carotide et la fémorale. Il serait intéressant de confirmer ces résultats in vivo. Pour cela, nous 

développons actuellement un modèle de thrombose de stent dans la souris, ce qui a pour 

avantage d’être un modèle plus intégré et de donner des résultats potentiellement plus 

pertinents. Afin de pouvoir étudier l’effet du glenzocimab dans la prévention de la thrombose 

de stent in vivo, le modèle murin devra exprimer la GPVI humaine, et nous disposons de ce 

type de souris au laboratoire (hGPVI). De plus, les souris devraient présenter des plaques 

d’athérosclérose. Pour cela, nous envisageons d’utiliser des souris ApoE -/- qui pourraient être 

croisées avec la lignée hGPVI et utilisées à un stade auquel les souris présentent des plaques 

(un an). Les résultats issus de cette étude permettraient de confirmer l’efficacité du 

glenzocimab comme agent antiplaquettaire dans la prévention de la thrombose de stent et de 

lancer des études cliniques. 

 

Conclusion 

 Pour conclure, mes travaux s’inscrivent dans une perspective globale de prévention de 

la thrombose de stent dans différents territoires vasculaires en caractérisant les mécanismes 

par lesquels les stents sont intrinsèquement thrombogènes, mais aussi en évaluant le 

potentiel du glenzocimab, un agent anti-GPVI, dans la prévention de la thrombose de stent. 

Le modèle macrofluidique développé au laboratoire permet l’étude des stents en cours de 
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développement dans leur globalité, mais aussi l’évaluation de chaque paramètre du stent 

(matériau, design, coating) séparément afin d’optimiser et de développer un stent le moins 

thrombogène possible. Enfin, il a été observé que le glenzocimab inhibe de manière similaire 

aux traitements de référence la thrombose de stent carotidien et fémoral. Bien que des études 

plus approfondies, notamment in vivo, soient à mener sur ce point, cela laisse paraître une 

chance de prévenir efficacement la thrombose de stent dans différents territoires vasculaires, 

sans risque de saignement pour les patients. Ce candidat-médicament est d’ailleurs 

actuellement inscrit dans un Programme Hospitalier de Recherche Clinique (PHRC) en cours 

aux Hôpitaux Universitaires de Strasbourg, en collaboration avec le neuroradiologue Dr Raoul 

POP. Ce programme vise à évaluer l’efficacité du glenzocimab en complément de l’aspirine 

chez des patients victimes d’une lésion en tandem, c’est-à-dire dont l’AVC ischémique est 

provoqué par la rupture d’une plaque d’athérosclérose carotidienne, ce qui constitue un 

modèle de prévention de thrombose de stent carotidien. 
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La thrombose de stent : évaluation de l’importance de la rhéologie dans 

la thrombogénicité des stents et d’un nouvel agent pharmacologique 

dirigé contre la GPVI pour prévenir la thrombose de stent 
 

Une complication majeure de la pose d’un stent sur une plaque d’athérosclérose est la thrombose 

de stent, qui présente un taux de mortalité particulièrement élevé. La bithérapie antiplaquettaire, 

indiquée dans la prévention de cette complication, entraîne un risque important de saignement et 

n’est pas toujours efficace. L’objectif de ce travail de thèse a consisté à identifier les mécanismes de 

la thrombose de stent et à évaluer l’intérêt d’une nouvelle classe d'agents antiplaquettaires 

capables de la prévenir efficacement avec un risque hémorragique faible. Le développement d’un 

modèle macrofluidique original a permis de montrer que les stents carotidiens utilisés en clinique 

possèdent une thrombogénicité intrinsèque d’une part au niveau de la bifurcation, dans la lumière 

du vaisseau, et d’autre part au niveau des mailles en contact avec la paroi du vaisseau. Le dispositif 

a également mis en lumière un effet protecteur des mailles du stent sur la thrombose de stent. 

Enfin, le modèle a montré que le glenzocimab, un agent anti-GPVI, est aussi efficace dans la 

prévention de la thrombose de stent que les traitements de référence, mais sans risque de 

saignements. 

Mots clés : plaquettes, thrombose de stent, athérosclérose, GPVI, glenzocimab, macrofluidie 

 
 

Stent thrombosis: evaluation of the importance of rheology in stent 

thrombogenicity and of a novel pharmacological agent directed against 

GPVI to prevent stent thrombosis 
 

A major complication of stenting in a diseased artery is stent thrombosis, which has a particularly 

high mortality rate. Dual antiplatelet therapy, indicated to prevent this complication, possesses a 

high risk of bleeding and is not always effective. The aim of my PhD was to identify the mechanisms 

of stent thrombosis and to evaluate the interest of a new class of antiplatelet agents to efficiently 

prevent it with a low bleeding risk. The development of an original macrofluidic model has enabled 

us to show that the carotid stents used in clinical practice present an intrinsic thrombogenicity 

evidenced both at the bifurcation of a vessel where the stent meshes lie in the lumen, and around 

some specific places of the stent struts which are in contact with the vessel wall. The device also 

helped to identify a protective effect of the stent mesh, which reduces stent thrombosis. Finally, the 

model showed that glenzocimab, an anti-GPVI agent, is effective in preventing stent thrombosis to 

a similar extent than reference treatments, but with no bleeding risk. 

Key words: platelets, stent thrombosis, atherosclerosis, GPVI, glenzocimab, macrofluidic model 
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