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ABREVIATIONS

AHA : American Heart Association

AIT: accident ischémique transitoire

AOMI: artériopathie oblitérante des membres inférieurs

AVC: accident vasculaire cérébral

CHU : centre hospitalo-universitaire

CML: cellules musculaires lisses vasculaires

CNIL: commission nationale de I'informatique et des libertés de France
CRP : c-reactive protein

ECLA: étude comparative des lésions athéromateuses

ECLAGEN: étude comparative des lésions athéromateuses et génétique
ECLA-LT : étude comparative des lésions athéromateuses au long terme
IL : interleukine

IPS: indice de pression systolique

LDL : low density lipoprotein

MACE: major adverse cardiac event

MALE: major adverse limb event

MMPs : métalloprotéinases

NFS: numération et formule sanguine

OPG: ostéoprotégérine

Ox-LDL : LDL oxydée

PABIF : pontage aorto-bi-fémoral

RANK: Receptor Activator of Necrosis Factor-Kappa Beta

RANKL: RANK Ligand

TER: target-extremity revascularization, revascularisation du membre index
TGF-B: transforming growth factor beta

TLR : target lesion revascularization, revascularisation de la Iésion index
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INTRODUCTION

Les pathologies athéromateuses sont la premiére cause de mortalité dans le monde (1) ; et
sont également pourvoyeuses de nombreux handicaps (150 000 accidents vasculaires
cérébraux par an et 7000 amputations majeures par an en France). L'artériopathie oblitérante
des membres inférieurs (AOMI) touchait plus de de 200 millions de personnes dans le monde
en 2010, avec une incidence en augmentation parallelement au vieillissement de la
population (+ 24% entre 2000 et 2010) puisqu’elle touche jusqu'a 49% des patients au-dela de
84 ans (2).

Majoritairement étudiée dans le territoire coronarien, la pathologie athéromateuse est
pourtant une pathologie systémique, polyartérielle, et se manifeste par un large panel de
symptoémes regroupés en différents syndromes : cardiopathie ischémique, artériopathie des
troncs supra aortiques, artériopathie oblitérante des membres inférieurs pour les plus
fréquents, artériopathie des troncs digestifs et rénaux plus rarement. L’atteinte de I'un de ces
territoires chez un patient nécessite la mise en place de mesures physiques et thérapeutiques
de prévention secondaire. La prévention des facteurs de risque cardiovasculaires, les
traitements anti-agrégants plaquettaires et les statines ont largement fait la preuve de leur
efficacité dans ce domaine. Les patients présentant une AOMI sont une population a haut
risque d’événements cardio-vasculaire et d’amputation (3), risque corrélé avec la sévérité de
la pathologie et I'indice de pression systolique (IPS). Cependant, parmi les patients atteints
d’AOMI au stade d’ischémie d’effort, seul 3 a 5 % sont susceptibles de basculer au stade
d’ischémie critique chronique (4), et les facteurs de risques prédictifs d’évolution défavorables
sont actuellement mal connus. La recherche de facteurs prédictifs et de scores décisionnels
contribue a améliorer la prise en charge globale de ces patients que I'on ne peut - a I'heure
actuelle - guérir de cette maladie pandémique.

L’athérosclérose est une pathologie inflammatoire

L'athérosclérose dérive d'un processus inflammatoire chronique au sein de la paroi artérielle.
Les lipoprotéines oxydées (ox-LDL) présentes sous I'intima de la paroi vasculaire vont activer
la réponse immunitaire innée et adaptée, entrainant I'activation des cellules endothéliales et
des cellules musculaires lisses vasculaires. Ces dernieres vont recruter par chimiotactisme
lymphocytes T et monocytes sous l'intima. Les monocytes se transforment alors en
macrophages et ingerent les ox-LDL, se transformant ainsi en cellules spumeuses.
L'accumulation de cellules spumeuses aboutit progressivement a la formation de la plaque
d'athérome. Les cytokines relarguées par les différentes cellules effectrices de I'inflammation
vont localement activer ou stabiliser le processus inflammatoire (5,6).

Role des monocytes et des macrophages

Les macrophages sont des cellules inflammatoires de I'immunité innée qui ont un réle clé dans
I'instigation et la progression de la maladie athéromateuse. Une fois transformées en cellules
spumeuses, elles synthétisent des cytokines qui vont attirer les lymphocytes T et les
plaguettes au sein de la plaque d'athérome.




Ces cellules contribuent aussi a I'apparition des calcifications au sein des plaques (7). Elles sont
capables de relarguer des vésicules matricielles qui pourraient médier la nucléation phospho-
calcique (8), et peuvent se transdifférencier en cellules pseudo-ostéoclastiques. De plus, sous
I'effet de cytokines pro-inflammatoires, les macrophages synthétisent et liberent des
métalloprotéases (MMPs). Les MMPs dégradent la matrice collagénique des plaques,
favorisant I'apparition de microcalcifications et aboutissant a la fragilisation puis la rupture de
la plaque (9,10).

La population des macrophages CD68+ se sous-divise en plusieurs types qui ont des roles
différents et parfois antagonistes (11). On distingue notamment chez I'Homme les
macrophages M1 et M2 (12). Leur répartition est différente selon les territoires vasculaires :
les carotides présentent plus de macrophages M1 tandis que les macrophages M2 infiltrent
plus les arteres fémorales (13).

Role des lymphocytes B

L'immunité adaptative entre aussi en jeu dans I'évolution de la plaque d'athérome. En effet,
le role des lymphocytes T a été longuement étudié et détaillé dans la littérature : par le
maintien d'une inflammation locale active, les lymphocytes T entretiennent la progression de
la maladie athéromateuse (14,15).

Le role des lymphocytes B (cellules CD20+) est quant a lui moins bien déterminé et
probablement plus secondaire. Ces cellules sont présentes en nombre beaucoup plus restreint
au sein des plaques. Il a pu étre démontré que les ox-LDL servent d'antigenes pouvant activer
des lymphocytes B spécifiques, qui produisent alors des anticorps dirigés contre ces antigénes.
Ces anticorps anti-oxLDL inhiberaient alors l'ingestion des lipoprotéines oxydées par les
macrophages et diminueraient la formation de cellules spumeuse au sein de la plaque.

De fagcon semblable aux macrophages, des sous-populations de lymphocytes ont été décrites.
Les lymphocytes B1 sécrétent des IgM et auraient un réle athéroprotecteur (16) tandis que
les LB B2 qui sécretent des IgE et des IgG seraient pro-athéromateux (études sur modeles
murins) (17).

Mieux connus dans les modeles murins , les effets des lymphocytes B sur le risque d'accident
vasculaire cérébral (AVC) et sur la fonction myocardique apreés infarctus a pu étre démontré
chez 'homme (18-21).

Ces caractéristiques inflammatoires de la plague constituent des pistes thérapeutiques
tangibles. Ainsi, notons que le Canakinumab est une immunothérapie anti-IL-1b actuellement
en cours d'essai thérapeutique pour la prévention des complications et des événements
secondaires aprées infarctus du myocarde (22).

Concernant les plaques périphériques, il est noté une différence notable de cellularité des
plaques : l'infiltration par les cellules inflammatoires est plus importante dans les plaques
carotidiennes que dans les plaques fémorales (23). La problématique actuelle est de savoir si
cette différence constitue ou pas un facteur prédictif d’événements cardiovasculaires.




Les calcifications vasculaires

La description des différences de constitution histologique des plaques d’athérome a été
établie initialement dans le territoire coronarien, et la publication par I’American Heart
Association (AHA) (24) d’une classification permet notamment de distinguer les plaques
lipidiques des plaques fibreuses et calcifiées (25). A I'inverse des plaques riches en lipides et
en cellules inflammatoires, prones a la rupture (26), les plaques fibreuses et calcifiées sont
plus rigides mais aussi plus sténosantes (27,28). Le corollaire dans tous les territoires
périphériques n’a pas encore été démontré de facon formelle mais constitue notamment une
de nos hypothéses de travail. Ainsi, il a été démontré que dans le territoire carotidien,
I’athérome riche en lipides et peu calcifié est associé a I'instabilité de la plaque entrainant une
augmentation des événements cérébro-vasculaire (27).

En prolongation de ces travaux histologiques, les calcifications au sein de la plague d'athérome
ont été tout aussi largement étudiées dans le territoire coronarien (29), ayant abouti a
I'établissement d'un score calcique : le score d'Agatston (30). Ces calcifications coronaires sont
reconnues comme un facteur prédictif indépendant de morbi-mortalité en territoire
coronarien (31), mais aussi de mortalité (cardiovasculaire et non cardiovasculaire) lorsqu'elles
sont retrouvées dans la paroi aortique (32). Les calcifications jouent un réle important dans la
stabilité ou l'instabilité de la plaque d’athérome, et certainement dans I’aggravation de la
maladie athéromateuse, en favorisant d'une part la rupture de plaques fragilisées, et en
potentialisant d'autre part les conséquences de I'hypertension sur les artéres.

Les calcifications vasculaires apparaissent majoritairement avec le vieillissement des artéres,
en lien avec l'athérosclérose ou avec des maladies métaboliques (insuffisance rénale
terminale, diabéte de type 2), plus rarement dans le cadre de maladies génétiques. Si les
cellules inflammatoires favorisent localement I'apparition des calcifications vasculaires (réle
des vésicules matricielles, réle des cytokines inflammatoires sur la minéralisation des tissus)
(33,8,34), ces dernieres ont également certainement un r6le dans le maintien d'une
inflammation locale active (35,36).

L'apparition des calcifications dans les plaques était considérée comme un processus passif,
jusqu’a ce que soit démontré, a contrario, que ce processus hautement régulé reprend des
caractéristiques spécifiques de I'ossification endochondrale (37). On y retrouve notamment
des protéines typiques de I'os (collagéne de type |, ostéocalcine, ostéopontine, phosphatase
alcaline, Runx2), et des structures osseuses typiques de pseudo-moélle, la métaplasie
ostéoide. L'ostéogeneése des calcifications dépend notamment de la triade OPG/RANK/RANKL
(OPG : ostéoprotégérine ; RANK : Récepteur Activateur du Necrosis Factor kappa — B ; RANKL :
ligand de RANK) qui est détaillée succinctement ci-dessous (38,39).

Il existe plusieurs hypothéses concernant I'apparition et I’évolution de ces calcifications. Les
observations actuelles nous permettent de dire que ces calcifications comprennent plusieurs
sous-types, dont la répartition est hétérogene en fonction des territoires périphériques
étudiés (23). Il est reconnu et retenu quatre sous-types de calcifications (différences
histologiques morphologiques et moléculaires) : les microcalcifications, les nodules, les
calcifications fibreuses (sheet-like) et la métaplasie ostéoide (MO) (figure 1).

e Les microcalcifications consistent en des structures pseudo-vésiculaires de moins de
50um de diametre, entourées de dépbts calciques.

e Les calcifications fibreuses ou sheet-like sont définies par des dépdts calciques au sein
de zones fibreuses et entourés de micronodules.

( - )
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e Les nodules correspondent a un phénomene d’agrégation de dépots calcaires
multinodulaires stratifiés avec tres peu de cellules.

e La métaplasie ostéoide est définie par la présence de cellules pseudo-ostéoblastiques
et pseudo-ostéocytaires entourées d’une structure extracellulaire dense et aux
caractéristiques ostéoides, faite de collagéne (structure osseuse lamellaire mature).
Y sont associées des structures lipidiques et vasculaires semblables a la moelle

osseuse.

Figure 1. Aspects microscopiques des quatre sous-types de calcifications retrouvées au sein
des plaques d’athérome fémorales. Coloration a I'éosine.

Ces différentes formes cohabitent fortement au sein d’'une méme plaque, bien qu’il n’y ait pas
de relation chronologique entre elles (40). On note cependant que la MO est fortement
associée aux territoires fémoral et infra-poplité, de facon spécifique. Les hypothéses
formulées pour expliquer ces différences de calcification sont de trois niveaux :

e Lapremiere hypothése évoquée est relative a une différence moléculaire intrinseéque
(41,42). Cette hypothése de travail est soutenue par la démonstration de différences
embryologiques entre les territoires artériels (43); différences d’origines qui
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pourraient expliquer la divergence de cellularité et de réponse inflammatoire/pro-
calcifiante entre les territoires artériels.

e La deuxieme ligne d’hypotheses est relative aux éléments extrinseques a la plaque
d’athérome. On notera notamment une différence d’exposition aux facteurs de
risques avec des corrélations particulieres entre tabac et AOMI, entre hypertension
et AVC, entre diabéte et atteinte distale.

e Les études rhéologiques (44) menées dans les cadres des thromboses artérielles nous
ont amené a formuler un troisieme type d’hypothése, relative au facteur
hémodynamique. Il a été reconnu que les changements de diametre, les bifurcations
vasculaires et autres variations anatomiques entrainent des différences
hémodynamiques qui participent au tiraillement pariétal ou shear-stress (36). Ce
tiraillement provoque tout d’abord des exacerbations de tension pariétal sur des
artéres pathologiques, entrainant la rupture de plaques instables et calcifiées. De
plus, le tiraillement provoque des modifications moléculaires manifestes au sein de
I'intima, sans que lI'on ne sache encore formellement comment ce facteur
hémodynamique joue sur la composition intrinséque de la plaque d’athérome et sur
son degré de calcification.

Les biocollections ECLA et ECLAGEN

Afin de contribuer a I'effort mondial sur I'étude de I'artériopathie périphérique, notre service
de Chirurgie Vasculaire du CHU de Nantes est en collaboration étroite avec le laboratoire Phy-
Os (unité Inserm UMR_1238). Cette collaboration a abouti a I’élaboration d’une biocollection
unique en son genre. Au cours de la décennie précédente, les équipes chirurgicales et les
chercheurs ont prélevé et analysé 325 échantillons de plaques d'athérome issus de cinqg
territoires artériels périphériques différents (aorte thoracique et aorte abdominale, artéres
carotide, fémorale, axes de jambes) ainsi que les plasmas des patients, répartis en deux
biocollections : ECLA et ECLAGEN. Ces données de patients ont été comparées a celles de 80
donneurs sains grace aux arteres de ces mémes territoires périphériques et aux plasmas qui
ont pu étre collectés lors de prélevements multi-organes.

Cette biotheque compléte et riche nous a permis de comparer des données histologiques (23)
mais aussi génomiques (ECLAGEN) entre différents territoires athéromateux périphériques.
En résumé, les analyses conduites nous ont permis de prouver la différence de constitution
entre plaques carotidiennes et plaques fémorales, a plusieurs échelles.

A I’échelle histologique

Au niveau carotidien, les plaques sont fortement lipidiques avec un taux important de
cholestérol. Elles sont aussi tres cellularisées avec une relative importance de l'infiltration en
cellules inflammatoires. Les calcifications plus fréquemment rencontrées sont les
microcalcifications. Les facteurs associés a la stabilité des plagues carotidiennes sont un taux
d’ostéoprotégérine sérique faible, la présence de métaplasie ostéoide au sein des
calcifications et la présence de péricytes.
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Au niveau fémoral, les plagues sont plus riches en calcium et peu cellularisées. Les
calcifications les plus fréquentes sont les nodules et la métaplasie ostéoide. Elles
correspondent aux plaques fibro-calciques de la classification AHA (23,45).

A I’échelle moléculaire

Des analyses moléculaires préliminaires ont attiré notre attention sur la triade
OPG/RANK/RANKL. Cette triade joue un role essentiel dans le métabolisme osseux. RANK est
exprimé a la surface cellulaire des ostéoclastes, qui sont alors activés lorsque son ligand
extracellulaire RANKL se fixe a RANK. OPG est un récepteur soluble extracellulaire qui vient
fixer préférentiellement RANKL, inhibant alors la différenciation, I'activation des ostéoclastes
et a fortiori la résorption osseuse. Le ratio OPG/RANK définit un indice de remodelage osseux
(46,47).

OPG est exprimée de fagon constitutive par le systeme cardiovasculaire, notamment par les
cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses vasculaires, mais aussi par les
macrophages apres activation de ceux-ci par des cytokines pro-inflammatoires. In vitro, OPG
inhibe la minéralisation induite par ces types cellulaires. OPG est associée a la mortalité
cardiovasculaire en territoire coronarien, mais aussi en territoire périphérique dans le cadre
des sténoses carotidiennes symptomatiques. A l'inverse, RANK et RANKL ne sont pas retrouvés
dans les tissus vasculaires sains.

Au sein des plaques d’athérome, OPG est exprimée de facon plus importante dans les plaques
carotidiennes, et proche des cores lipidiques et des calcifications. RANK et RANKL sont
exprimés dans les plaques d’athérome, associés aux cores lipidiques a I'étage carotidien et
aux calcifications a I’étage fémoral.

A I’échelle transcriptomique

L'hétérogénéité de répartition des calcifications dans les territoires artériels périphériques
n'est pas en lien avec des différences d’expositions aux facteurs de risques cardiovasculaires.
Cette hétérogénéité histologique se retrouve confirmée a I'échelle génétique et épigénétique.
Les genes du systéme immunitaire sont plus fortement exprimés dans les artéres carotides
tandis que les artéres fémorales expriment plus fortement des génes du développement
osseux et de la fonction musculaire (48).

Les cellules musculaires lisses vasculaires (CML) ont une forte tendance a minéraliser le milieu
extracellulaire lorsqu'elles sont exposées in vitro a un milieu pro-calcifiant. Les CML humaines
isolées a partir d'arteres fémorales de donneurs sains ont un potentiel de minéralisation plus
fort que les CML de carotides et d'artéres infra-poplitées. A I'échelle transcriptomique, cette
différence est expliquée par la surexpression de génes impliqués dans la cascade du
Transforming Growth Factor beta (TGF-f).

Relation translationnelle

A notre connaissance, les différences de calcifications artérielles périphériques n’ont pas fait
la preuve de leur impact sur le devenir clinique des patients (49-52).
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Le caractere innovateur du présent travail consistait a comparer les données histologiques et
biologiques / épigénétiques des plaques d’athérome aux données cliniques, dans le but de
définir d’éventuels marqueurs pronostiques de I'évolutivité de I’AOMI.

Problématique et but de notre étude

Les calcifications exacerbent la rigidité des artéres élastiques devenues pathologiques,
participant de fait au cercle de I'hypertension artérielle essentielle et de ses manifestations
cliniques systémiques. En diminuant la compliance des arteres de moyen et gros calibre, elles
peuvent alors participer a provoquer la rupture de plaques fragiles dans d’autres territoires
vasculaires.

Les calcifications ont aussi un impact local plus direct sur les traitements. Lorsque les plaques
d’athérome sont symptomatiques dans les territoires périphériques, la présence de
calcifications entraine des difficultés techniques notables lors des traitements par chirurgie
conventionnelle et par techniques endovasculaires. Les sutures sur arteres calcifiées sont plus
longues et plus difficiles, plus promptes a développer des complications secondaires (fuites,
faux-anévrysmes, resténoses précoces). Les techniques de recanalisations endoluminales ou
subintimales sont rendues complexes par ces calcifications, qui peuvent entrainer un recoil
important apres dilatation au ballon, provoquer a plus ou moins long terme des fractures de
stents, et diminuer |'efficacité des ballons et stents a élution médicamenteuse.

Les résultats péri-opératoires et au long terme apres chirurgie du trépied fémoral sont décrits
dans la littérature (53-58), et seront détaillés comparativement a notre population.

Il existe toutefois peu de données dans la littérature concernant les événements
cardiovasculaires secondaires chez ces patients. Certains facteurs prédictifs de survie ont été
décrits (la CRP, l'interleukine-6) (59), mais aucun biomarqueurs associé a un risque de
resténose locale, a un risque de réinterventions et d'amputation, ou a un risque d'événements
cardiovasculaires systémiques secondaires n’est décrit a notre connaissance dans la
littérature. Cela permettrait de définir des critéres histologiques prédictifs de survenue
d’événements indésirables secondaires, afin de sélectionner activement les patients pour une
surveillance renforcée et une prévention secondaire améliorée.

L’objectif principal de cette étude de cohorte était de rechercher des marqueurs histologiques
pronostiques de la plague d’athérome pouvant permettre de discriminer les patients a haut
risque de récidive et/ou a haut risque d'événements cardiovasculaires généraux parmi une
population de patients opérés d’une endartériectomie du trépied fémoral. L'objectif
secondaire était de rapporter les résultats péri-opératoire et a 5 ans de la prise en charge par
chirurgie du trépied fémoral.
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MATERIEL ET METHODE

Ethique

L’établissement de la cohorte ECLA-LT a été approuvé par le comité d’éthique locale
(protocole de recherche #PFS09-014, autorisation du 23/12/2009 par I’Agence de
Biomédecine ; Ministere de la Recherche n° DC-2008-402 ; CNIL n° 1520735 v 0). Tous les
patients vivants ont été contactés afin de leur délivrer I'information nécessaire et de recueillir
leur consentement écrit, libre et éclairé ; pour les patients décédés, leur consentement était
accordé de fait tandis que les familles des personnes donneurs d’organes ont été consultées
pour recueillir leur accord.

Population

L’étude ECLA-Long Term (ECLA-LT) consistait en un suivi de cohorte monocentrique, avec
analyse longitudinale et rétrospective de données prospectives. Les patients sélectionnés
étaient déja inclus dans les protocoles ECLA et ECLAGEN (cf. ci-dessous) ; ECLA-LT regroupait
les patients de ces deux biocollections, issues de patients qui ont bénéficié d’un traitement
chirurgical par endartériectomie du trépied fémoral, pour des lésions athéromateuses de
novo. Le suivi clinique et paraclinique de ces patients a été recueilli et analysé, dans I'objectif
de définir des marqueurs biologiques et/ou histologiques de I’évolution locorégionale et
systémique de I'athérosclérose chez ces patients.

Entre 2008 et 2010, 118 patients ont été inclus dans la cohorte ECLA (Etude Comparative des
Lésions Athéromateuses) permettant de réunir du plasma et des plaques athéromateuses
issues des territoires carotidiens et fémoraux dans une premiére biocollection unique en son
genre. Une biocollection complémentaire appelée ECLAGEN (Etude Comparative des Lésions
Athéromateuses et GENétique, inclusions entre 2012 et 2015) a permis de compléter la
premiere avec 207 échantillons, provenant des artéres carotides et fémorales, mais aussi des
artéres de jambe, de I'aorte thoracique et abdominale ; une partie de ces échantillons ont été
analysés par puces transcriptomiques afin de définir la signature génétique et épigénétique
de ces différents territoires athéromateux. De facon novatrice, la biocollection ECLAGEN
comprenais également 80 échantillons artériels de différents territoires périphériques
(carotide, aorte thoracique, aorte abdominale, fémorale et poplitée) provenant de donneurs
sains (prélévements multi-organes) constituant un pool de témoins négatifs.

Les critéres d’inclusion pour les cohortes ECLA et ECLAGEN étaient : patient de plus de 18 ans
en capacité physique et mentale de donner et signer un consentement éclairé, bénéficiant
d’une chirurgie artérielle ouverte pour des lésions athéromateuses de novo concernant les
cing territoires artériels suscités; patients en état de mort encéphalique et donneurs
d’organes. L'inclusion dans la cohorte ECLA-LT se limitait aux patients opérés pour des lésions
du trépied fémoral, soit 44 patients de ECLA et 50 patients de ECLAGEN pour 47 et 54
membres inférieurs (7 chirurgies bilatérales). Parmi ces patients, une personne a refusé de
donner son consentement, tandis que trois autres dossiers ont été exclus pour des indications
chirurgicales aberrantes. Au total, la cohorte ECLA-LT comprend 90 patients et 97 membres
inférieurs traités.
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Les données cliniques préopératoires ont été collectées de facon rétrospective dans les
dossiers médicaux, pour les éléments suivants :

Antécédents médicaux

Traitements préopératoires

Classification Rutherford (60) et IPS
Données échographiques de la Iésion opérée
Numération-formule sanguine (NFS).

Les données de l'intervention chirurgicale : gestes opératoires complets, anesthésie, durée
d’hospitalisation, ont également été colligées, tout comme les complications locales et
systémiques grevant la période péri-opératoire (définie par les 30 jours postopératoires).

De plus, les données suivantes systémiques et loco-régionales ont été recueillies de facon
rétrospective et prospective a 1 mois, 6 mois, 12 mois, puis tous les ans jusqu’a 5 ans aprés
I'intervention :

Mortalité globale

MACE :
o Mortalité cardiovasculaire
o Evénement cérébro-vasculaire (AIT ou AVC)
o Infarctus du myocarde
o Angor instable
MALE :
o Amputation majeure du membre index

o Réintervention majeure (comme définies dans le critéere MALE, cf. ci-
dessous)
Classification Rutherford, I'IPS
Degré de perméabilité a I'’échographie

Recueil et conditionnement des échantillons humains

Les plaques d’athérome prélevées au niveau du trépied fémoral lors d’interventions
chirurgicales étaient traitées de la facon suivante (23,47) :

Ablation de I'adventice et section de I’échantillon en quatre segments longitudinaux.
Fixation immédiate dans du formol a 4% puis inclusion en paraffine pour analyses
histologiques, ou ;

Fixation dans du paraformaldéhyde puis inclusion dans de I'OCT® pour analyses
histologiques, ou ;

Stockage a -80°C dans une solution de RNAlater RNA Stabilization Reagent (Qiagen,
Hilden, Allemagne) puis extraction des ARNm pour analyse du transcriptome, ou ;
Stockage a -80°C pour extractions ultérieures des protéines et analyse du protéome.

Pour les études histologiques, il a été réalisé dix sections en série de 3um d’épaisseur en partie
centrale de la Iésion athéromateuse. Des marquages successifs a I’lhématoxyline, a I'éosine et
au trichrome de Masson ont permis de caractériser le phénotype des plaques et des
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calcifications intraplaques. Quatre types de calcifications étaient distingués : les calcifications
a centre clair ou microcalcifications, les calcifications fibreuses, les nodules et la métaplasie
ostéoide (cf. caractéristiques décrites dans I'introduction) (61).

Des sections complémentaires sur blocs de paraffine ont été réalisées pour les marquages
immunologiques sur un large échantillon de plaques. Les macrophages étaient marqués avec
un anticorps anti-CD68 (M0876, Dako®, Glostrup, Danemark) et révélés par la technique de
Streptavidine — Biotine (Dako®). Les lymphocytes B étaient marqués avec un anticorps anti-
CD20 (ab9475, Abcam®, Cambridge, Royaume-Uni) puis révélés par immunofluorescence.
Toutes les lames ont été numérisées avec l'aide d'un scanner digital NanoZoomer
(Hamamatsu Photonics®, Hamamatsu, Japon). Pour les lames CD68+, le calcul d’aire marquée
a été réalisé sur le logiciel Image-Pro Plus® 6.0 (Media Cybernetics, Rockville, Etats-Unis),
permettant d’exprimer les résultats en pourcentage d’aire marquée sur I'aire de la plaque. Le
marquage fluorescent des lames CD20+ a permis de compter manuellement les cellules
positives, permettant d’exprimer les résultats en nombre de cellules CD20+/mm? de plaque.

Criteres de jugement primaire et secondaires

Le critéere MALE (Major Adverse Limb Events) constituait notre critére de jugement primaire
pour les études de corrélation entre données cliniques et données histologiques. C’'est un
critére composite associant amputation majeure (au-dessus de la cheville) et / ou
réinterventions majeures au niveau du membre inférieur index, comprenant reprise pour
prolongation de pontage, révision de pontage ou thrombolyse et thrombectomie de pontage.
(62).

D’autres criteres de jugement secondaires ont été définis :

e Le critére composite MACE (Major Adverse Cardiac Events) d’une part

e Tous ses intitulés d’autre part: infarctus du myocarde, angor instable, accident
ischémique cérébral transitoire, accident vasculaire cérébral, mortalité d’origine
cardiovasculaire

e La mortalité globale

e Le stade Rutherford et I'IPS permettant de définir I'amélioration clinique post-
opératoire (63)

Analyses statistiques

Les données continues sont présentées sous la forme moyenne + déviation standard (SD) ou
médiane [quartiles], les fréguences sont exprimées en n (%). Les courbes de survie ont été
réalisées selon la méthode de Kaplan-Meier (tests du log-rank). Une analyse de régression
selon la méthode de Cox, avec calcul des Hazard Ratio (HR) et de leurs intervalles de confiance
a 95% (IC95), a été utilisée pour déterminer la relation indépendante entre les données
cliniques / biologiques et les critéres de jugement primaire et secondaires. Le test du x2 ou le
test exact de Fisher ont été utilisés pour comparer les variables entre les groupes.
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Pour les patients décédés avant la fin du recueil ou perdus de vue, la date de derniéres
nouvelles correspondant au dernier échodoppler en date ou au dernier examen physique
vasculaire retrouvé dans le dossier médical.

Les lames histologiques ont été lues par deux investigateurs indépendants (TQ et OE) et en
aveugle, aprées la réalisation d’'un test de concordance inter-observateurs sur quelques
échantillons. Les lames d’'immunohistochimie ont été lues et analysées par un observateur
(AD), en aveugle par rapport a la situation clinique des patients correspondants.

Une valeur de p <0,05 était considérée statistiguement significative. Les données ont été
analysées avec les logiciels SAS packages (SAS Institute Inc, version 9.4, Cary, NC) et GraphPad
Prism (version 6.01 pour Windows, GraphPad Software, La Jolla California,
www.graphpad.com).
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RESULTATS

Population
Démographie

A partir des données des cohortes ECLA et ECLAGEN, nous avons respectivement sélectionné
les 44 et 50 patients qui ont été opérés d’une endartériectomie fémorale, ayant permis de
recueillir 47 et 54 échantillons (respectivement 3 et 4 chirurgies bilatérales). 13 patients ont
été exclus de I'analyse finale : une patiente a retiré son consentement pour participer a cette
étude ; trois autres patients présentaient des indications chirurgicales aberrantes; cinqg
échantillons de plaque n’ont pu étre analysés histologiquement du fait de la mauvaise qualité
de I’échantillon et quatre autres ont été retirés de I'analyse car ils ne présentaient aucune
calcification. Finalement, la cohorte ECLA-LT est constituée de 86 échantillons de plaque
athéromateuse fémorale pour 81 patients.

Les caractéristiques principales de notre population sont détaillées dans le tableau I. La
médiane de suivi est de 42,4 mois [26,9 — 58,8]. La majorité des patients (76,5%, 65 membres
inférieurs) souffraient de claudication intermittente (stades 2 et 3 de la classification de
Rutherford) avec un indice de pression systolique (IPS) moyen avant revascularisation de 0,50
+0,25.

Les techniques chirurgicales utilisées pour la revascularisation du trépied fémoral ont été des
pontages aorto-bi-fémoraux dans 9% des cas, 56% de pontages fémoro-fémoraux ou de
pontages fémoro-poplités, et 35% d’endartériectomies avec reconstruction sur patch
prothétique.

Résultats cliniques

Le taux de complications majeures intra-hospitaliéres était de 6,2% (5 patients) correspondant
a un décés (a 65 jours), deux événements cardiologiques majeurs et deux amputations
majeures sur le membre opéré.

A la visite postopératoire (entre J30 et J60), 15 patients (9%) ont rapporté une amélioration
clinique de +3, 39% ont rapporté une amélioration de +2 et 30% pour +1, tandis que 11% des
patients n’ont pas rapporté d’amélioration clinique significative et un patient a rapporté une
détérioration majeure (dégradation de sa plaie avec nécessité d’amputation distale).

A la fin du suivi (période médiane de 42,4 mois), 19 patients supplémentaires étaient décédés,
dont 7 déces de cause cardiovasculaire. La survie globale était de 95% a 1 an et de 85,1% a 3
ans (figure 2).

Apres 3 ans de suivi, 21%, 43% et 21% patients ont respectivement rapporté une amélioration
clinique de +3, +2 et +1; 10 patients n’ont pas expérimenté de changement tandis que 2
patients ont rapporté une dégradation clinique de -1 (figure 3).
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Comparaison a la littérature

Dans la littérature (64—69) les taux de survie sans amputation suivant cette chirurgie sont
globalement bons (cf. tableau I1: 90 a 100% a 5 ans), méme si les taux de survie sans
réintervention a 5 ans varient entre 68 et 96% (95% pour notre cohorte ECLA). Cette chirurgie
est réalisée principalement chez des patients au stade de claudication intermittente, moins
souvent chez des patients en ischémie critique chronique, avec une meilleure perméabilité
primaire et primaire assistée et une plus longue survie sans amputation lorsque I'on compare
ces deux sous-populations.
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Temps apres la procédure chirurgicale (mois)
0 12 24 36 48 60
Mortalité  Nombre arisque 81 71 66 52 36 15
globale % survie cumulée 100% 95,0% 92,3% 85,1% 79,3% 67,0%

Figure 2. Courbes de Kaplan-Meier pour la mortalité globale et la mortalité cardiovasculaire.
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Tableau I. Démographie.

Total MACE p-value MALE p-value  Mortalité globale p-value
Population, n 81 pts & 86 mbs 23 [81pts 18 /86 mbs 19 /81pts
Homme, n (%) 72 (89.0) 19 (83) - 17 (94) - 15 (79.0) -
Age (y), moy = SD 67.3 £9.3 69.7 +£9.4 21 68.8 +8.9 .23 709 £10.7 .09
IMC (kg/m?), moy + SD 258 +4.8 265 +3 .74 254 +36 15 25 +32 A3

Durée de suivi (m), médiane 42.4 [26.9-58.8]

[quartiles]
Antécédents

Z,f;’agisme actif ou sevré <3 ans, n 32 (40) 1 (48) 17 8 (44) 86 6 (32) 86

0

HTA, n (%) 64 (79) 20 (87) 86 17 (94) 13 16 (84) 62
Dyslipidémie, n (%) 59 (73) 17 (74) 55 14 (78) 65 15 (79) 93
Diabéte, n (%) Type | 5 (6) 1 (4) 12 2 (1) 27 2 (1) 53

ﬁype 21 (26) 9 (39) 6 (33) 7 (37)

Evénements coronariens, n (%) 45 (56) 13 (57) 76 10 (56) 73 12 (63) .65
Maladie cérébro-vasculaire, n (%) 9 (11) 7 (30) .009* 4 (22) 1 4 (22) 37
zﬂ}f‘;‘fﬁsance rénale  chronique, 12 (15) 5 (22) 06 3 (17) 36 7 (37) 0007*
Créatininémie (umollL, moy + SD) 922 +58.8 92.3 +41.1 18 892 £475 87 1299 +104.2 .0002*
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Traitements

Statines, n (%) 66 (81) 18 (78) 43 15 (83) .82 17 (89) .95
Anti-agrégants plaquettaires, n (%) 72 (89) 21 (91) .63 15 (83) 31 14 (74) 10
AOMI
Rutherford, n (%) 1-3 62 (77) 15 (65) 11 (61) 9 (47)
4 7 (9) 3 (13) 14 2 (1) 06 2 (1) 38
5-6 12 (15) 5 (22) 5 (28) 8 (42) .001*
IPS, moy £ SD 06 +0.3 05 £0.3 .57 06 £0.3 .28 06 0.3 .95

Procédure chirurgicale

Endartériectomie et fermeture sur

oatch, n (%) 28 (35) 6 (26) 5 (28) 5 (26)
Pontage fémoral homolatéral, n (%) 46 (57) 14 (61) 11 (61) 13 (68)
Pontage aorto-bifémoral, n (%) 7 (9) 3 (13) 2 (1) 1 (5)
Durée  d'hospitalisation  (j), médiane 8 [7-10] 9 [7-15] 133 [8-14] 10 [7-17]

[quartiles]

Légende : la premiére colonne des résultats_présente la cohorte entiére, ensuite séparée en sous-groupes s’intéressant aux patients ayant présenté les
événements MACE, MALE ou mortalité globale.

Tous les résultats sont présentés sous la forme moyenne * SD ou médiane [quartiles] pour les données continues, et sous la forme nombre de patients (n)
(pourcentage) pour les fréquences. Les p sont considérés comme statistiqguement significatifs quand <0,05 (*). Les p ont été obtenus par des régressions
univariées de Cox avec stratification sur la cohorte et le genre.

Abréviations : MACE = major adverse cardiac events, incluent la mortalité cardiovasculaire, I'angor instable, I'infarctus du myocarde ou la survenue d’un
accident vasculaire cérébral ; MALE = major adverse limb events incluent les amputations majeures (au-dessus de la cheville) et les réinterventions majeures
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sur le membre inférieur index ; moy = moyenne ; a = années, m = mois, j = jours, IMC = indice de masse corporelle, HTA = hypertension, AOMI = artériopathie
oblitérante des membres inférieurs, IPS = index de pression systolique, pts = patients, mbs = membres inférieurs, n/a = non applicable.

Tableau Il. Tableau comparatif des données de la littérature de cohortes de patients opérés au niveau du trépied fémoral avec les résultats de notre cohorte.

Nom de ['étude Mukh:[jee et Spring?orn et Cargﬁn et Nelsacl>.n et Kechg?.ias et Ka:E et Ballgrlta et ECLA ECLA-LT
Anneée de publication 1989 1991 2001 2002 2008 2009 | 2016 2019
Population
Patients (n) 29 22 101 34 90 58 117 42 90
Mbs inférieurs (n) 29 110 111 65 121 45 97
Suivi (mois) 37 43 71 27 50,5 59,1 427
Symptomes
Claudication intermittente (%) 59,0 31,0 48,0 50,0 69,4 68,0 60,0 78,0
Ischémie critique (%) 41,0 69,0 52,0 50,0 30,6 32,0 40,0 22,0
Données péri-opératoires
Durée de séjour hospitalier (jours) 32 3,3 8,0
Mortalité intra-hospitaliére (%) 0 0 1,0 1,8 0 1,1
Complications majeures (%) 0 3,6 0 5,0 0 5,6
Résultats cliniques
Amélioration de I'IPS +0,18 +0,24 +0,37 +0,25
Amélioration du stade Rutherford @ 5 +3 25,0 71,0 23,0
ans (%) +9 66,0 39,0 37,5
+1 8,0 20,8
0 9,0 1,0 12,5
(=)



-1 6,2

Suivi

Perméabilité primaire (%) 1an 84 93 100 94
3ans 82 95 99 85
5 ans 90 74 89 91 96

Perméabilité primaire assistée (%) 1an 97 100
3 ans 100
5ans 94 90 100 100

Survie sans revascularisation (%) 1an 82 100 87 88
3 ans 82 96 72 76
5 ans 96 68 78 82 59

Survie sans amputation (%) 1an 100 97
3 ans 100 96
5ans 100 23 92 94 100 100 97 95

Survie globale 1an 89 100 100 96
3ans 88 97 92 87
5 ans 46 68 61 70 89 73

Légende : tableau comparatif des cohortes de la littérature avec les données de notre cohorte, pour les patients opérés au niveau de I'artére fémorale
commune. Les patients opérés sont majoritairement claudicants ; les complications péri-opératoires sont de I'ordre de 3 a 6% pour une mortalité intra-
hospitalieére entre 1 et 2%. Concernant le suivi, la perméabilité primaire de notre cohorte est comparable aux autres cohortes, malgré un plus fort taux de
revascularisation secondaire, ce qui permet d’empécher la survenue d’amputation majeure chez plus de 92% des patients a 5 ans.

IPS : index de pression systolique ; Mbs : membres.
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Figure 3. Courbes de I'évolution de I'amélioration clinique selon la classification de
Rutherford. La plupart des patients ont rapporté une amélioration de +1 a +3. Cette
amélioration clinique post-opératoire a une certaine durabilité dans le temps, malgré net un
infléchissement de la courbe aprés 3 ans.

Survenue de MACE et MALE

Vingt-trois patients (28,4%) ont subi un événement cardiologique majeur (MACE, figures 4 et
5) au cours du suivi, comprenant 7 AVC, 9 infarctus du myocarde, 5 angors instables et 2 décés
d’origine cardiovasculaire. L'étude des facteurs de risque a montré qu’un antécédent d’AVC
ou la présence d’une insuffisance rénale chronique étaient significativement associés a la
survenue d’un MACE au cours du suivi (30%, p=0,001 et 22%, p=0,03, respectivement).

Dix-sept patients (21%) ont subi un événement majeur sur le membre cible (MALE, figures 4
et 6) dont un patient qui a été repris chirurgicalement pour prolongation de pontage sur les
deux membres inclus. Sept patients ont présenté a la fois un MACE et un MALE. La répartition
des MALE est la suivante :

e 6 reprises chirurgicales pour resténose symptomatique

e 4 amputations majeures (médiane de survenue a 66 jours [19,5 —913]

e 4 pontages complémentaires plus distaux

e 2 reprises pour infection de pontage nécessitant un remplacement par allogreffe
o 1 fermeture chirurgicale de faux-anévrysmes sur 'anastomose proximale

e 1 thrombectomie de pontage

A I'exception de la classification Rutherford, aucune des caractéristiques de la population n’a
été corrélée a la survenue d’un MALE.
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Cohorte ECLA-LT
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Figure 4. Courbes de survie sans événement MACE et MALE. (A.) Courbe de Kaplan Meier de toute la population de la cohorte ECLA-LT. (B.) Courbe de Kaplan

Meier pour la sous-population des hommes. Le genre semble influer sur la survenue des événements cardiovasculaires post-opératoires dans la littérature
(70), mais pas dans notre cohorte (seulement 9 femmes dans la cohorte).

Abréviations : MACE = major adverse cardiac events, incluent la mortalité cardiovasculaire, I'angor instable, I'infarctus du myocarde ou la survenue d’un

accident vasculaire cérébral ; MALE = major adverse limb events incluent les amputations majeures (au-dessus de la cheville) et les réinterventions majeures
sur le membre inférieur index.
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Figure 5. Survenue d’un major adverse cardiac events (MACE), dont les critéres sont détaillés
dans la figure. Vingt-trois patients (28,4%) de la cohorte ont souffert d’'un événement MACE.
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Embolectomie de pontage 5,6%
Infection de pontage 11,1%
Prolongation de pontage 22,2%
Amputation majeure 22,2%
Resténose anastomotique 33,3%
0,0 50% 10,0% 15,0% 20,0% 25,0% 30,0% 35,0%

Figure 6. Survenue d’un major adverse limb event (MALE), dont les critéres sont détaillés dans
la figure. 17 patients (21%) de la cohorte ont nécessité une réintervention sur 18 membres
(un patient a été réopéré des deux cotés).

Impact du type de calcification sur la survenue d’'un MACE ou d’un MALE

86 échantillons de plaques prélevées chez 81 patients ont pu étre analysées en histologie
(tableau Ill). De la métaplasie ostéoide a été retrouvée dans 41 (soit 51%) de ces échantillons
(cf. figure 1). Une grande majorité des échantillons (78% et 81% respectivement) présentaient
des calcifications fibreuses (sheet-like) et nodulaires.

Parmi les caractéristiques préopératoires des patients, I'dge était associé a la présence de MO
(69,8+/-9,5 vs 64,6+/-8,5, p=0,01) tandis que le tabagisme actif ou sevré était associé a
I'absence de MO (p=0,01). Le sexe n’était pas un facteur discriminant dans la répartition des
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calcifications. Les analyses statistiques multivariées par modeles de Cox, ajustées sur le sexe
et la cohorte (ECLA et ECLAGEN) n’ont pas permis de retrouver de corrélation directe entre la
MO ou les microcalcifications et la survenue d’'un MACE ou d’un MALE. Les calcifications
fibreuses (sheet-like) avaient une tendance a I'association avec MACE (p=0,04) mais pas les
nodules. La survenue d’un MALE était plus fréguente pour les patients avec des plaques sans
nodules (p=0,003).

Impact de I'inflammation biologique et histologique

L'analyse des numérations et formules sanguines préopératoires des patients de la cohorte
ECLA (n=38, tableau Ill) a montré en analyses multivariées que la numération de neutrophiles
était significativement plus haute chez les patients ayant rapporté un MALE (p=0,0003). Ces
résultats ont été corroborés aux analyses immunohistochimiques d’infiltration de la plaque
par les cellules médiatrices de I'inflammation (tableau lll, figure 7). Ainsi, le marquage CD20+
(marqueur des lymphocytes B) était plus important dans les plaques de patients ayant subi un
MACE (HR 1,08 [1,00 — 1,17] ; p=0,04) ou un MALE (HR 1,06 [1,01 — 1,13] ; p=0,03) (figures 7A
et 8); a contrario il n’a pas été retrouvé de corrélation directe entre l'infiltration par les
monocytes (marquage CD68+) et la survenue d’événements cardiovasculaires (figure 7B et 9).
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Tableau lll. Caractéristiques histologiques des plagues et données biologiques des patients de la cohorte et des sous-groupes de patients ayant
présenté un MACE et un MALE.

P- P-
Total (81) MACE (23) P~ HR  IC95  value MALE (18) P HR IC95  value
value . value L
ajustée ajustée
Histologie
Microcalcifications. n (%) 16 (20) 3 (13) 53 050 0.12:200 .33 3(17) 76 120 028:508 .80
Ca'c'f'cat'o?;) ;'breuses' n 63 (78) 21 (91) 13 928 1.14:752 .04 15 (83) 69 1367 034:549 .67
Nodules. n (%) 66 (81) 18 (78) 19 055 0417:1.80 .32 12 (67) 04* 013 0.04:050 .003*
Métaplasie ostéoide. n (%) 41 (51) 12 (52) 86 103 031:336 .96 9 (50) 74 0763 025:226 .62
Formule leucocytaire
Leucocytes (GIL). moy £ 72424 79433 10 117 097141 824 01* 1293 1.05:159
SD . — . . — . . . . y . = . — . . . y . -
Ne“""ph"egé)G’ L). moy £ 44+21 5143 08 119 098144 - 55437  .0001* 160 125:206 .0003*
Lymph"cyte;[()G’ L). moy £ 19408 2409 13 1478 089:242 - 241 62 115 067:196 -
Monocytes (G/L). moy £ SD 0.7£0.2 07£0.3 .06 857 0.90;81.6 - 0.7£0.3 97  1.05 0.08;13.4 -
Immunohistochimie
CD20 + médiane [quartiles]t 0.7[0.14-2.51]  1.44[0.19-574] .04* 108 100:117 -  195[0.19-1888] .03* 106 1.01:113 -
CDe8 + med'f”e lquartiles] 4 131036-349] 154[075-283] 99 100 086:116 -  137[048-234] .66 059 054:147 -

Légende : Les valeurs sont affichées en tant que moyenne £ SD ou médiane [quartiles] pour les données continues, les fréquences sont indiquées en
nombre de patients (pourcentage). Pour les données histologiques, I'indice de corrélation a été calculé et est présenté sous la forme d’un Hazard Ratio
(HR) avec son intervalle de confiance a 95% (IC95). Les p-values ont été obtenus apres analyses de Cox univariées et stratifiées sur la cohorte (ECLA et
ECLAGEN) et le sexe ; ils sont considérés significatifs lorsque <0,05 (*). Les p-values ajustés proviennent d’une analyse de Cox multivariée avec
stratification sur la cohorte. T Analyses conduites sur 38 plaques de la cohorte ECLA.

Abréviations : MACE = major adverse cardiac events, incluent la mortalité cardiovasculaire, I’angor instable, I'infarctus du myocarde ou la survenue
d’un accident vasculaire cérébral ; MALE = major adverse limb events incluent les amputations majeures (au-dessus de la cheville) et les réinterventions
majeures sur le membre inférieur index ; SD = écart-type ; G/L = giga par litre.
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Figure 7. Infiltration lymphocytaire B et monocytaire/macrophagique au sein des plaques
fémorales. (A.) Le marquage CD20+ est caractéristique des lymphocytes B et a été réalisé en
immunohistochimie, ayant permis de compter le nombre de cellules marquées par mm? de
plague d’athérome. (B.) Le marquage CD68+ est caractéristiques des monocytes et a été
réalisé selon la technigue du sandwich a la streptavidine, permettant une analyse de I'aire
marquée par mm? de plaque. Les résultats sont représentés sous la forme de boite a
moustache pour les sous-groupes de patients affectés par un MACE, un MALE ou un décés.
Seule l'infiltration par les CD20+ était significativement associée a la survenue d’un MACE ou
d’un MALE (p=0,04 et 0,03 respectivement).
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Figure 8. Marquage CD20+ d’une plaque d’athérome fémorale, visible en immunohistochimie.

Figure 9. Marquage CD68+ d’une plaque d’athérome fémorale, a la biotine/streptavidine.
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DISCUSSION

Les calcifications vasculaires artérielles apparaissent au cours de I|'évolution de la plaque
d'athérome, et sont reconnues en territoire coronarien comme un facteur prédictif
indépendant de morbi-mortalité cardiovasculaire (71). L'établissement de scores calciques
semblables adaptés aux territoires périphériques (72) aurait I'avantage de pouvoir prédire les
événements cardiovasculaires systémiques mais aussi les événements locaux de morbidité
(réintervention, amputation majeure). Cependant, ces scores issus de I'imagerie ne
permettent pas d’englober toute I'hétérogénéité des calcifications, constatée aux niveaux
histologiques, moléculaires et transcriptomiques dans les différents territoires périphériques
concernés (73,74). Cette hétérogénéité moléculaire retrouve son semblable en termes
cliniques, puisque I'on regroupe au sein de I'athérosclérose des maladies et des symptomes
différents comme I'angine de poitrine et infarctus du myocarde, les accidents ischémiques
transitoires et accidents vasculaires cérébraux ou alors la claudication intermittente et
I'ischémie critique chronique. A ce jour, aucun des précédents travaux n’a pu établir de score
pronostique sensible et spécifique pour déterminer la survenue de complications locales ou
systémiques a moyen et long terme pour le territoire carotidien ou fémoral.

Plusieurs études historiques et récentes dressent un état des lieux du devenir a moyen et long
terme des patients traités par endartériectomie du trépied fémoral (64—69). Le tableau |
récapitule et résume les données statistiques tirées de chaque étude, concernant notamment
la survie globale, la survie sans amputation, la survie sans réintervention et les taux de
perméabilité primaire brut et assisté.

En résumé, la chirurgie du trépied fémoral est une chirurgie qui se solde par un taux faible de
complications majeures en postopératoire immédiat (complications majeures autour de 5%,
mortalité intra-hospitaliére de 0 a 2%) et dont les résultats de perméabilité a long terme sont
bons, avec une survie sans amputation comprise entre 94 et 100% et une survie sans
revascularisation secondaire de la lésion index (target lesion revascularization : TLR) allant de
68% a 95% a 5 ans. La survie globale a 5 ans de ces patients est comprise entre 60,5 et 89%.
Les patients opérés sont majoritairement claudicants (60 a 80%) et tirent un bénéfice notable
de la prise en charge avec une amélioration de I'IPS (+0,23 a +0,37) et une amélioration
majeure du statut clinique pour prés de 60% d'entre eux, selon les études. Nos résultats pour
la cohorte ECLA-LT sont proches de ces données puisque la survie globale est de 85,1% a 3 ans
; le taux de perméabilité primaire est de 94% a 1 an et 85% a 3 ans ; la survie sans TLR est de
76% a 3 ans et la survie sans amputation est de 95% a 3 ans.

Définir précisément ces chiffres et notamment les complications liées a ce geste permet de
définir et de comparer les criteres d'efficacité et de sécurité des nouveaux traitements
proposés dans ces indications thérapeutiques. Ainsi, le traitement de ces Iésions par stenting
de l'artere fémorale commune est en cours d'évaluation (75,76). Sur une étude de cohorte
monocentrique, Azéma et al. a montré en 2011 une survie sans TLR de 85% et une survie sans
target extremity revascularization (TER) de 80% pour un taux de resténose a 20% apres
stenting de l'artére fémorale commune a 1 an. De fagon complémentaire I'étude TECCO
(Gouéffic et al. 2017) a comparé les résultats du stenting et de la chirurgie conventionnelle a
2 ans : les résultats sont en faveur d’une diminution significative de la morbi-mortalité péri-
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opératoire apres stenting, sans différence sur la perméabilité primaire, la survie sans TLR ni
sans TER et la mortalité globale.

De fagon complémentaire, il est intéressant de connaitre précisément les statistiques de ces
données afin de définir au mieux des marqueurs pronostiques fiables permettant de mieux
suivre les patients au long terme. Kechagias et al. (67) ont retrouvé la CRP comme facteur
prédictif indépendant de survie globale, mais ce parameétre n’a pas fait la preuve de sa
perspicacité clinique au quotidien, il n’est pas utilisé chez les patients traités pour de I'AOMI
(contrairement aux patients souffrant d'angor instable et d'infarctus du myocarde). Notre
objectif était de rechercher de nouveaux marqueurs biologiques et/ou histologiques prédictifs
de survenue d'événements loco-régionaux ou systémiques. Nos travaux visaient plus
précisément a étudier I'impact des calcifications, notamment de la métaplasie ostéoide, sur
le pronostic a moyen et long terme de patients opérés pour une sténose de novo du trépied
fémoral.

En territoire coronarien, les calcifications vasculaires sont aujourd'hui reconnues comme un
facteur prédictif indépendant de morbi-mortalité. Les études pour analyses combinées par
scanner, échographie intravasculaire et histologie ont permis de définir un score calcique (77)
permettant d'apprécier le potentiel évolutif de la pathologie chez le patient et donc d'orienter
le choix thérapeutique du praticien. Des analyses similaires sont a I'étude en chirurgie
vasculaire, qui va s'intéresser aussi bien au degré de sténose qu'au degré de calcification de la
plaque d'athérome (entre autres caractéristiques de la plaque disponibles sur les imageries)
pour juger de la stratégie thérapeutique la plus adaptée. Par exemple, il a été défini des
criteres échographiques d’instabilité de la plaque d’athérome au niveau du territoire
carotidien, a fortiori dans les contextes évocateurs de sténose carotidienne symptomatique.
En plus du critére radiologique de sténose serrée (78) (NASCET et ECST), ces critéres
échographiques d’instabilité (échogénicité, échostructure, calcifications, anfractuosité, grey-
scale median, etc.) nous permettent de mieux définir les situations éligibles a une prise en
charge chirurgicale a visée préventive. Il manque cependant un score calcique validé qui soit
prédictif de complications dans les territoires périphériques (membres inférieurs), et qui
permettrait d’adapter la stratégie thérapeutique aux caractéristiques propres a chaque
patient (recherche translationnelle pour le développement d’'une médecine et d’une chirurgie
personnalisées).

Les analyses histologiques précédemment réalisées par notre équipe sur les deux
biocollections ont permis de rapporter une grande hétérogénéité de la constitution des
plagues en fonction des territoires vasculaires concernés. Ainsi, les plaques carotidiennes sont
plus lipidiques et présentent des microcalcifications, alors plus promptes a entrainer la
rupture de la plaque ; a linverse les plaques fémorales sont peu cellularisées, peu
inflammatoires, plus fibrosées et avec un fort taux de calcifications semblables a |'ossification,
la métaplasie ostéoide (39,79,80). Il s’agit d’'une confirmation microscopique des
caractéristiques macroscopiques constatées en per-opératoire par le chirurgien vasculaire.
Les plaques d’athéromes carotidiennes sont molles et s’effritent sous les pinces tandis que les
plagues fémorales sont trés dures, difficiles a manipuler et a coudre dans la paroi. Au-dela de
ces constats per-opératoires nécessitant I'adaptation des techniques et des matériaux utilisés
(pinces et aiguilles spécifiques pour les parois fémorales trés calcifiées ; clampages carotidiens
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doux ; développement de filtres pour éviter la migration de micro-débris) il était intéressant
de comparer cette hétérogénéité clinique a I'hétérogénéité microscopique territoriale,
notamment sur le devenir a moyen et long terme. Nous avons pu démontrer par ce travail que
la présence de MO est corrélée a I’dge des patients, mais pas a la survenue d’'un MACE ou d’un
MALE. Selon notre analyse les différences de calcification au sein de la plaque ne sont pas un
critére histologique efficace pour prédire les complications et les événements secondaires
chez les patients.

De facon similaire a la constitution de nos biocollections ECLA et ECLAGEN, la biocollection
danoise Athero-Express (81-83,52) a réuni depuis 2002 les plaques d'athérome des patients
opérés au niveau de la bifurcation carotidienne et du trépied iliofémoral, de facon
consécutive, bicentrique, prospective et longitudinale. Les plaques et les données cliniques
ont été analysées régulierement lors des quinze dernieres années et permettent d'apporter
des données complémentaires a nos propres données. Ainsi, les analyses histologiques
réalisées concernaient l'infiltration des plaques par les macrophages (marquage CD68), les
cellules musculaires lisses vasculaires (a-actine), les cellules endothéliales (marquage CD34),
mais aussi la présence de collagéne de type |, des calcifications par méthode semi quantitative
(rouge alizarine et coloration Von Kossa), la présence de thrombus, d'hémorragie intraplaque
et de core lipidique. En parallele, les données cliniques préopératoires et les données
postopératoires étaient recueillies prospectivement par le moyen d'un questionnaire adressé
aux patients tous les ans pendant 3 ans apreés l'intervention index, et concernaient la mortalité
globale et cardiovasculaire, les AVC, les infarctus du myocarde, les (ré)interventions
vasculaires (coronaires et périphériques) et les amputations.

Leurs analyses corroborent nos données. Les plaques fémorales sont fibreuses, riches en
collagéne et en cellules musculaires lisses mais pauvres en lipides (seulement 25% des
plaques). Beaucoup de ces plaques sont calcifiées (69% dans Athero-Express, 94% dans ECLA
et ECLAGEN) et peu infiltrées par les cellules inflammatoires (20% de plaques infiltrées pour
Athero-Express, 2a 5% d'infiltration macrophagique dans ECLA-LT). En dix ans, les plaques
fémorales se sont stabilisées et sont encore moins riches en lipides. Malgré cela, et malgré la
prévention secondaire, les patients atteints d'AOMI continuent a présenter plus
d'événements cardiovasculaires secondaires que la population générale. De facon
intéressante, la présence de calcifications dans les plaques était inversement corrélée a une
resténose locale dans leur biocollection, tandis que nous n'avons pas pu établir de corrélation
dans notre cas. De fagon similaire dans notre étude, la présence de calcification n'a pu étre
corrélée significativement a la survenue d'événements cardiovasculaires secondaires.

En conclusion, la reconnaissance d'un score calcique périphérique profiterait cependant
favorablement aux praticiens. Méme si les calcifications ne semblent pas conditionner
directement pas le devenir cardiovasculaire du patient, elles impactent largement sur les
possibilités thérapeutiques a proposer — et en devenir. Dans la réalité quotidienne, avec |'essor
des techniques endovasculaires, la caractérisation histologique post-opératoire des plaques
d'athérome n'a finalement que peu d'impact clinique et d'application possible. Mais d'autres
outils nous permettent d'apprécier les calcifications vasculaires selon des critéres
complémentaires aux données morphologiques brutes. L'imagerie scanographique et
échographique nous fournit des index du degré de calcification et des critéres de stabilité ou
d’instabilité des plaques, en sus des critéres plus connus de localisation, de sténose et de
vélocité. A I'avenir, mieux connues des praticiens, ces données pourraient nous permette
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d'orienter le choix thérapeutique initial (traitement médical vs traitement chirurgical
conventionnel ou endovasculaire) et de renforcer le suivi (local et systémique) et la prévention
secondaire chez les patients en fonction des caractéristiques intrinséques des plaques
d’athérome.

En paralléle de I'impact des calcifications vasculaires dans la prise en charge de la pathologie
athéromateuse, il est essentiel de s’intéresser a la composante inflammatoire de cette
pathologie. Les marqueurs de l'inflammation (CRP, IL-6) sont des biomarqueurs de I'évolution
de la maladie cardiovasculaire a différents étages (coronaire et périphérique) mais restent
d'une portée limitée concernant I'AOMI. Dopheide et al. (84) ont rapporté une augmentation
des monocytes circulants CD68+ chez les patients en ischémie critique chronique ;
Zimmermann et al. (85) ont montré une augmentation de l'infiltration des plaques fémorales
par les cellules CD68+ chez ces mémes patients. Ces éléments tendent a montrer que
I'inflammation systémique est en lien avec la sévérité clinique et I'atteinte multifocale des
patients. Dans nos travaux, l'infiltration macrophagique des plaques d’athérome (marquage
CD68+) n’était pas corrélée avec les criteres MACE ou MALE mais était associée a une
augmentation de la mortalité globale (p<0,015). Cependant, on notera que les marquages
réalisés dans cette étude étaient peu spécifiques et ne s'attachaient notamment pas a
distinguer les différentes sous-populations macrophagiques. Cela constitue une nouvelle piste
d'explorations.

Concernant les autres parametres de I'inflammation, nous avons pu associer I'augmentation
des polynucléaires neutrophiles circulants avec la survenue d'événements loco-régionaux
secondaires, tout comme nous avons pu associer |'infiltration en lymphocytes B (marquage
CD20+) et la survenue de MACE et/ou MALE.

Les lymphocytes B ont un réle pour l'instant mineur dans le processus physiopathologique de
I'athérosclérose. C'est en nous appuyant sur des données tirées de puces transcriptomiques
réalisées sur nos cohortes que nous avons cherché a approfondir le role de ces lymphocytes
au sein de la plague d'athérome. En effet les données préopératoires accessibles pour nos
patients (numération-formule sanguine) ne nous permettaient pas de distinguer les
différentes populations lymphocytaires en systémique. Le réle précis de cette population
lymphocytaire est également a creuser chez ’homme. Plusieurs études sur des modeles
murins ont pu montrer I'impact des lymphocytes B dans le développement et la stabilisation
de la plaque d’athérome.

Dans le modeéle actuel de la médecine et de la chirurgie personnalisée et du développement
des thérapies ciblées, I'étude de I'hétérogénéité moléculaire et épigénétique des plaques
artérielles ouvre sur des pistes thérapeutiques ciblées tangibles. Méme si I'on n’a pas pu
démontrer ici I'impact direct de |'ossification sur le devenir clinique des patients, I'étude des
processus physiopathologiques sous-tendant son apparition pourrait amener a proposer des
thérapies innovantes. On pense notamment aux ballons et stents actifs, qui pourraient
délivrer non plus des molécules antiprolifératives comme le Paclitaxel ou le Sirolimus mais
aussi des molécules anti-minéralisantes, dans |'objectif de stabiliser la plaque et de limiter
alors le risque de rupture locale, ou des molécules anti-inflammatoires visant a limiter
I'extension de la maladie athéromateuse.
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Notre étude posséde plusieurs limites. La conception monocentrique et rétrospective limite
la puissance statistique des données disponibles, tout comme le nombre de patients inclus.
Malgré cela, la compliance de nos patients vis-a-vis de leur suivi nous a permis de récolter
suffisamment de données analysables jusqu’a 5 ans apres leur intervention.

Les données histologiques constituent une autre faiblesse de I'étude, car trop de peu
d'échantillons ne présentaient pas de calcification, empéchant les comparaisons avec un
groupe contrbéle négatif. La puissance statistique des résultats était aussi limitée par
I'intrication des différents types de calcifications au sein d’'une méme plaque, ayant motivé le
recours a des calculs complexes en concaténer.
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CONCLUSION

La population ECLA-LT est constituée d’un groupe de patients traités chirurgicalement pour
une lésion de novo de l'artere fémorale commune dont la plaque d’athérome a été
histologiquement analysée. Cette population de 81 patients (86 échantillons) est comparable
aux données cliniques et histologiques de la littérature en termes de devenir et de
complications a court, moyen et long terme, également en termes histologiques. La présence
de métaplasie ostéoide (ossification) au sein des plaques n’a pas été corrélée a la survenue
d’événements majeurs cardiovasculaires systémiques ou locaux. En revanche, I'infiltration des
plaques par des lymphocytes B et une hyperneutrophilie sur la NFS étaient significativement
associés a une majoration du risque d’événement cardiovasculaire secondaire.
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Impact of Femoral Ossification on Local and
Systemic Cardiovascular Patients’” Condition

Aurore Danvin," Thibaut Quillard,’” Olivier Espitia,

234 Céline Charrier,”

Béatrice Guyomarch,” Yann Gouéffic,'””" and Blandine Maurel,"” Nantes, France

Background: Vascular calcifications are associated with a high cardiovascular morbi-mortality
in the coronary territory. In parallel, femoral arteries are more calcified and develop osteoid
metaplasia (OM). This study was conducted to assess the predictive value of OM and local
inflammation on the occurrence of mid- and long-term adverse cardiovascular events.
Method: Between 2008 and 2015, 86 atheromatous samples were harvested during femoral
endarterectomy on 81 patients and processed for histomorphological analyses of calcifications
and inflammation (monocytes and B cells). Histological findings were compared with the long-
term follow-up of patients, including major adverse cardiac event (MACE), major adverse limb
event (MALE), and mortality. Frequencies were presented as percentage, and continuous
data, as mean and standard deviation. A P-value < 0.05 was considered statistically significant.
Results: Median follow-up was 42.4 months (26.9—58.8). Twenty-eight percent of patients un-
derwent a MACE; a MALE occurred in 18 (21%) limbs. Survival rate was 87.2% at 36 months.
OM was found in 41 samples (51%), without any significant impact on the occurrence of MACE,
MALE, or mortality. Preoperative white blood cell formulae revealed a higher rate of neutrophils
associated with MACE (P = 0.04) and MALE (P = 0.0008), correlated with higher B cells counts
in plaqgue samples.

Conclusions: OM is part of femoral calcifications in almost 50% of the cases but does not
seem to be an independent predictive variable for MACE or MALE. However, a higher rate of
B cell infiltration of the plaque and preoperative neutrophil blood count may be predictive of

adverse events during follow-up.

INTRODUCTION

Cardiovascular diseases are the leading cause
of mortality worldwide, with a physiopathology
relying mainly on atherosclerosis." Coronary artery
disease is extensively explored, but less is known
about peripheral artery disease, despite affecting
more than 200 million people worldwide in 2010
with severe morbidity and death.””’ Previous studies
have reported a large heterogeneity of atheroma
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characteristics depending on its arterial bed location,
especially regarding its histomorphological compo-
sition in lipids, intraplaque hemorrhage, inflamma-
tory cells, and calcifications, implying that findings
from the coronary artery are not necessarily appli-
cable to peripheral territories.” ®

Arterial calcifications in any arterial bed have an
impact on plaque stability and complications and are
associated with a 3- to 4-fold higher risk for
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mortality and cardiovascular events.” In coronary
territory, the calcium score is a well-recognized in-
dependent predictive factor for cardiovascular
events and death.””'” In the carotid territory,
lipid-rich and less calcified atheroma is associated
with plaque instability and cerebrovascular
events.”'”'* In the iliofemoral territory, histologic
plaque characteristics, including global calcifica-
tions, were not associated with secondary cardiovas-
cular events during follow-up.'” However, the
predictive value of bone-like arterial calcifications
(osteoid metaplasia [OM]), preferentially found in
the common femoral artery, has not been reported.

A direct role of calcifications is still discussed,
while their overall presence unarguably associates
with increased cardiovascular events. Previous
studies have shown that small calcifications near
the lumen increase the chance of physical rupture
of the fibrous cap because of aggravated tensile
strength at the interface between soft tissues
(extracellular matrix, lipid) and hard material (cal-
cifications).'®'” Since the beginning of the statin
era, clinical data indicate that plaque erosion oc-
curs in a significant and growing number of
cases.'® This type of plaque complications usually
intervenes in plaque with abundant fibrosis and
smooth muscle cells, similar to the so-called “‘sta-
ble lesion”. Presence and activation of TLR2
signaling and neutrophils seem to actively partici-
pate in the development of these types of events.'”
In such lesions, extensive calcifications in contact
with the lumen could also trigger the formation
of occluding thrombi.”” However, macrocalcifica-
tions, notably OM that develop deeper in the
lesion, often near the media-intima interface,
could stabilize the lesion, at least in the carotid
arteries.'’

As advanced plaques almost consistently present
both micro and macro, the overall direct effect on
plaque complications can be challenging, and most
studies often analyze calcifications without charac-
terizing their distinct phenotypes. We chose to
investigate this point with the present study.

In addition to arterial calcifications, atheroscle-
rosis is commonly associated with persistent inflam-
mation. Roles of innate and humoral immunity in
the development and evolution or stabilization of
atheromatous plaques are well described and are
presented as promising therapeutic targets.”'*’
Inflammatory cells are also closely related to
plaque calcifications. Monocytes are precursors of
osteoclasts, and plaque monocytes can exhibit
osteoclast-like phenotypes with impaired bone
resorption activity.”> Macrophage subsets could
also indirectly participate in plaque and calcification

Annals of Vascular Surgery

heterogeneity among vascular beds, as M1 and
M2 macrophages are characteristic of carotid and
femoral lesions, respectively.”® Moreover, inflam-
mation can also derive from infiltrating T and B
cells, and secretion of inflammatory cytokines can
participate in tissue mineralization.”’

Inflammatory cell burden differs significantly
within arterial beds (e.g., carotid and femoral pla-
ques), but its specific impact on the occurrence of
adverse local and global cardiovascular events has
not been clearly elucidated.'”?¢%*

It would be clinically beneficial if patients at
higher risk for secondary cardiovascular adverse
events could be identified after a common femoral
endarterectomy by a histological analysis of calcifi-
cation type and inflammation burden of their ather-
omatous sample. The aim of this study was to assess
whether femoral OM was predictive of the severity
of both cardiovascular systemic disease and local pe-
ripheral arterial disease during long-term follow-up
after common femoral endarterectomy. Secondary
objectives included the assessment of other types
of vascular calcifications (VCs) and of the immuno-
histochemical (inflammation) composition of the
temoral plaque.

METHODS

This study consisted of monocentric matching co-
horts, with retrospective longitudinal analysis of
prospective data, and has been approved by the local
ethics committee (research protocol #PFS09—014,
authorized on December 23, 2009, by the Agence
de Biomédecine; French Research Ministry, n° DC-
2008—402; CNIL, n° 1520735 v 0). It was designed
for patients from the ‘““Etude Comparative des
Lésions Athéromateuses”” (ECLA) and the “Etude
Comparative des Lésions Athéromateuses et
Génétique”” (ECLAGEN) cohorts (see the following
section) who underwent surgical common femoral
endarterectomy before a bypass or patch closure,
to gather long-term clinical data. Before the begin-
ning of this study, every patient was contacted by
phone and mail to get an informed consent. When
the patients were not reachable by either phone or
mail or when their personal doctor had lost contact,
they were considered lost and not possible to follow
up. The last ultrasound date would then be consid-
ered as the date of latest news.

Patients and Biological Samples

ECLA and ECLAGEN cohorts. Recruitment and
analysis conducted on the ECLA cohort (between
2008 and 2010) and the ECLAGEN cohort (between
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2011 and 2015) have been described previously.®
Consecutive patients who underwent femoral end-
arterectomy were included. Atheromatous plaques
and blood samples were collected for histopatholog-
ical analysis and biological analysis, respectively.
Healthy samples for femoral artery were collected
from deceased nonatheromatous organ donors.

Inclusion criteria for ECLA and ECLAGEN co-
horts were adults (aged over 18 years and under
90 years) and open surgical treatment needed for
de novo atheromatous lesions. Criteria of exclusion
were pregnant women, restenosis, nonatheroma-
tous lesions (dysplasia, posttraumatic, inflamma-
tory), and thrombosis. Blood collection was
performed after fasting, on the day of the surgery.
Plasma were shortly obtained after centrifugation
and stored at —80°C.

Clinical data collection. Patients’ perioperative
characteristics data were collected from the original
database. Follow-up assessment was performed
retrospectively using patients’ files and information
from the general practitioner. Items collected were
global mortality, cardiovascular mortality, cerebro-
vascular event, myocardial infarction, unstable
angina, major above-ankle amputation and major
reintervention, ankle-brachial index (ABI), and
preoperative white blood cell formulae.

Histological and Immunological Analysis

Original human biological samples collection and
processing. The process for histological analysis of
the endarterectomy samples has been previously
described.®?” Briefly, in ECLA and ECLAGEN
studies, tunica adventitia was removed, and samples
were immediately fixed in formalin for paraffin
embedding and histology. After removal of the
tunica adventitia, plaques or arterial sections were
cut longitudinally in four samples and conditioned
as follows: (1) fixation in formalin for paraffin
embedding and histology, (2) fixation in parafor-
maldehyde for OCT® embedding and histology, (3)
storage in RNAlater RNA Stabilization Reagent
(Qiagen, Hilden, Germany) and mRNA extraction,
(4) snap freezing and storage at —80°C.

Histological analysis. Ten serial sections (3 pm)
from the middle of the atherosclerotic lesion were
processed. These sections were stained with hema-
toxylin, eosin, and Masson'’s trichrome for plaque
phenotype analysis and calcification characteriza-
tion (sheet-like calcifications, nodules, clear cen-
ter/microcalcifications, and/or OM). Calcifications
subtypes were scored binary (yes/no). Microcalcifi-
cations were defined as small speckled calcified
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particles (<40 um) usually found within the lipid-
rich core of the lesion.”’

Immunological analysis. Macrophages and B lym-
phocytes were stained with CD68 antibody
(MO0876; Dako®, Glostrup, Denmark) and CD20
antibody (ab9475; Abcam®, Cambridge, UK),
respectively, and image acquisition was performed
using the NanoZoomer digital slide scanner (Hama-
matsu Photonics, Hamamatsu, Japan). Fluorescent
staining allowed to manually quantify the number
of CD20+ cells, and Image-Pro Plus® 6.0 (Media Cy-
bernetics Inc, Rockville, MD) was used to calculate
the positive area for CD68 staining. Results were
expressed as number of cells (CD20+) or as a per-
centage of the stained area (CD68+) over the area
of the plaque (intima) for each slide.

Primary and Secondary Endpoints

Major adverse limb event (MALE) criteria for pa-
tients presenting plaque composition with OM
were the primary composite endpoint of the study.
MALE is defined by major above-ankle amputation
and/or major reintervention on the index limb,
including new bypass graft, interposition graft revi-
sion, or thrombectomy/thrombolysis.”' Secondary
endpoints of the study were the assessments of the
following event(s) among patients presenting OM
in the histological composition of their plaque. Ma-
jor adverse cardiac events (MACEs) comprised any
cardiovascular mortality, cerebrovascular disease,
myocardial infarction, and/or unstable angina
events. Other secondary endpoints understood
global mortality, last follow-up Rutherford classifi-
cation, and the assessment of the inflammatory
burden (CD68+ and CD20+ infiltration) among pa-
tients presenting a MACE and/or MALE. Rutherford
classification and ABI were collected to evaluate the
clinical status improvement at different times during
follow-up.”*”*

Statistical Analysis

Continuous data were presented as mean =+ standard
deviation or median [quartiles] based on the distri-
bution. Demographic and comorbidity data were
recorded per patient. The y” or Fisher’s exact test
(based on expected frequency) was used to compare
categorical variables between groups. Categorical
variables were presented as counts (proportions).
The ¢-test was performed to test for statistical differ-
ences in continuous parameters between two
groups.

Survival rate curves for outcomes (MALE,
MACE, global mortality) were plotted and calcu-
lated using the Kaplan-Meier method. Cox
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proportional-hazards regression analysis with strat-
ification on cohort [with Hazard Ratios (HRs) and
confidence intervals (CIs)] was used to evaluate
the independent risk of clinical factors and of blood
cell count for MALE, MACE, or death. From univar-
iate analysis, we selected variables with P value
<0.25 (statistical criterion) and looked at multicolli-
nearity between variables. For the multivariate
models, we kept significant variables. Variables
were eliminated from the highest to lowest P values
but remained in the final model if the P value was
less than 0.05 or seems to be confounders (more
than 10% change in estimate). Final multivariable
Cox model was stratified by cohort and sex. No
interaction between the stratification variables and
the predictor of interest (other variables in the
model) was found, so we presented no subgroup
analysis for each stratum.

For patients who died before the final follow-up
examination or for patients lost during the follow-
up, the status of the last follow-up examination
was recorded. For histological analyses, two investi-
gators (T.Q. and O.E.) performed the morphologic
observations independently and blindly, after an
interobserver concordance test. Immunohistologi-
cal analyses were conducted by one observer
(A.D.) in a blinded fashion. A P value <0.05 was
considered statistically significant. Data were
analyzed using the SAS packages (SAS Institute
Inc version 9.4, Cary, NC).

RESULTS
Population

From ECLA and ECLAGEN cohorts, we selected 44
and 50 patients, respectively, (47 and 54 samples
because of 3 and 4 bilateral surgeries, respectively)
who underwent surgical femoral endarterectomy.
Among these patients, 13 were excluded: one
refused to give her consent for participating in this
study, three presented aberrant surgical indications,
five because of plaque damage (inconclusive histol-
ogy analysis), and 4 did not show any calcification
on histological analysis. Finally, 86 femoral plaques
and 81 patients were included. Main characteristics
of the population were summarized in Table I. The
median follow-up duration was 42.4 months
[26.9—58.8]. Most of them were Rutherford stages
2 and 3 (65 limbs, 76.5%) with a mean ABI before
revascularization of 0.59 + 0.25. The surgery con-
sisted of aortobifemoral bypass (9%), femorofe-
moral or femoropopliteal bypass with local femoral
endarterectomy (56%), or isolated endarterectomy
and patch (35%).
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Clinical Results

Twenty limbs (23.3%) were treated for critical limb
ischemia (CLI). The median follow-up duration was
42.4 months [26.9—58.8]. In-hospital major compli-
cations rate was 6.2% (5 patients): 1 death (day 65);
2 major cardiac events; 2 major amputations on the
index limb. At 30 days, 15 patients (9%) encoun-
tered a +3 clinical improvement, 39% a +2, and
30% a +1, while 11% did not report improvement
and one reported major deterioration. At the last
follow-up wvisit, 19 additional patients died,
including 7 deaths related to a cardiovascular
adverse event (Supplemental Figure 1). The survival
rate was 95.0% at 1 year and 85.1% at 3 years. At
36 months, 21%, 43%, and 21% of patients re-
ported a +3, +2, and +1 improvements; 10% re-
ported no change, and 2 patients reported a —1
deterioration.

MACE and MALE Occurrence During
Follow-Up

Twenty-three patients (28.4%) suffered from
MACE, including 7 strokes, 9 myocardial infarc-
tions, 5 unstable anginas, and 2 cardiovascular
deaths (Figs. 1 and 2). A medical history of stroke
or renal impairment was significantly associated
with the occurrence of MACE (30%, P = 0.001,
and 22%, P = 0.03, respectively) during follow-up
(Table T).

Moreover, 17 patients (21.0%) suffered from 18
MALE (including 7 patients who presented both
MACE and MALE, one patient suffered from
MALE on each limb): 5 major amputations (median
66 days [19.5—913 days]); 5 additional bypasses; 2
graft infections (treated with allograft replacement);
1 bypass embolectomy; 2 surgical closure of false
aneurysms; 6 redo surgeries due to local restenosis
(Figs. 1 and 3). None of the patients’ characteristics,
except for the Rutherford classification, were signif-
icantly correlated with MALE.

Impact of Calcification Types on MACE
and MALE Occurrence

Eighty-six atheromatous plaques from 81 patients
underwent histological analyses. OM was found in
41 (51%) of them. Sheet-like calcifications and nod-
ules were identified in a large majority of the
samples (78 and 81%, respectively). History of
smoking were associated with no OM (P = 0.01).
Patients with OM were older (69.8 + 9.5 vs 64.6 +
8.5, respectively, P = 0.01). Calcifications types
were similar between men and women.
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Table I. Demographic and histological characteristics of patients

Global
Characteristics Total MACE Pvalue MALE P value mortality P value
Population, n 81 pts & 23/81 pts 18/86 limbs 19/81 pts
86 limbs
Male, 1 (%) 72 (89.0) 19 (83) - 17 (94) - 15 (79.0) -
Age (y), mean + SD 67.3£9.3 69.7 9.4  0.21 68.8 + 8.9 0.23 70.9 £ 10.7 0.09
BMI (kg/m?), 25.8 +4.8 26.5 =3 0.74 254 + 3.6 0.15 25+ 3.2 0.13
mean + SD
Follow-up (m), 42.4
median [quartiles] [26.9—58.8]
History
History of smoking, 32 (40) 11 (48) 0.17 8 (44) 0.86 6 (32) 0.86
n (%)
HTN, 7 (%) 64 (79) 20 (87) 0.86 17 (94) 0.13 6 (84) 0.62
Dyslipidemia, # (%) 59 (73) 17 (74) 0.55 14 (78) 0.65 5 (79) 0.93
Diabetes, n (%)
Type I 5 (6) 1 (4) 0.12 2 (11) 0.27 2 (11 0.53
Type 11 21 (26) 9 (39) (33) 7 (37
Coronary events, 45 (56) 13 (57) 0.76 10 (56) 0.73 12 (63 0.55
n (%)
Cerebrovascular 9 (11) 7 (30) 0.009* 4 (22) 0.1 4 (22) 0.37
disease, n (%)
Renal impairment, 12 (15) 5 (22) 0.06 3 (17) 0.36 7 (37) 0.0007*
n (%)
Creatininemia 92.2 £ 58.8 923 £41.1 0.18 89.2 £+47.5 0.87 129.9 + 104.2 0.0002*
(umol/L, mean + SD)
Treatments
Statins, 7 (%) 66 (81) 8 (78) 0.43 (83) 0.82 17 (89) 0.95
Antiplatelet 72 (89) 21 (91) 0.63 (83) 0.31 14 (74) 0.10
agents, n (%)
PAD
Rutherford, n (%)
1-3 62 (77) 15 (65) 11 (61) 9 (47)
4 (9) 3 (13) 0.14 2 (11) 0.06 2 (11) 0.38
5—6 12 (15) 5 (22) 5 (28) 8 (42) 0.001*
ABI, mean + SD 0.6 £ 0.3 0.5+ 0.3 0.57 0.6 £ 0.3 0.28 0.6 £ 0.3 0.95
Surgical procedure
Endarterectomy 28 (35) 6 (26) 5 (28) 5 (26)
and patch, n (%)
Ipsilateral femoral 46 (57) 14 (61) 11 (61) 13 (68)
bypass, n (%)
Aortobifemoral 7 (9) 3 (13) 2 (11) 1(5)
bypass, n (%)
Hospital stay (d), 8 [7—10] 9 [7—15] 13.3 [8—14] 10 [7—17]

median [quartiles]

First column presents results of the whole cohort, then separated in subgroups regarding MACE, MALE, and global mortality.

All values are presented as mean + SD or median [25th — 75th percentiles] for continuous data or as number of patients (percentage)
for frequency data. P values are considered statistically significant when <0.05 (*). P values were results from univariate Cox
regressions with stratification on cohort and gender.
MACE, major adverse cardiac event (including cardiovascular mortality and/or unstable angina and/or myocardial infarction and/or
stroke); MALE, major adverse limb event (including major above-the-ankle amputation and/or major reintervention on the
index limb); y, years; m, months; d, days; BMI, body mass index; kg/m? kilograms per meter square; HTN, hypertension;
PAD, peripheral artery disease; ABI, ankle/brachial index; pts, patients; n/a, not applicable; SD, standard deviation.
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Freedom from event (%)

50 -
= = MALE
—— MACE
0 T T T L] 1
0 12 24 36 48 60
Time after index procedure (months)
0 12 24 36 48 60
Nb atrisk 72 58 53 39 26 12
MACE % cumulative
100% 90,0% 86,7% 77,9% 70,6% 67,4%
survival
Nb atrisk 77 61 52 40 26 14
MALE % cumulative

100% 88,1% 83,6% 78,3% 75,5% 71,6%
sunvival

Fig. 1. Kaplan-Meier curves for MACE and MALE
regarding male patients.

MACE
n=23

Cardiovascular mortality 8.7%

Unstable angina 21.7%

Stroke ] 30.4%

Myocardial infarction ]39.1%

0.0% 10.0% 20.0% 30.0% 40.0% 50.0%

Fig. 2. Occurrence of MACE. MACE stands for major
adverse cardiac event and consists of a composite
endpoint constituted of cardiovascular mortality,
myocardial infarction or wunstable angina, stroke.
Twenty-four patients (26.7%) suffered from a MACE
during follow-up.

Statistical analysis with multivariate Cox models
adjusted by sex and cohort did not show any signif-
icant influence of OM and microcalcifications on
MALE or MACE (Table II). Sheet-like types seem
to influence MACE (P = 0.04) but not nodule type
(P = 0.32). A lack of nodule type was associated
with MALEs (P = 0.003).

Biological and Histological Inflammatory
Burden

Preoperative blood sample analysis of the ECLA
cohort (n = 38 patients) showed a significantly
higher rate of neutrophils within patients suffering
from MALE (P = 0.0003; Table II) in multivariate
analysis. These results correlated with histological
findings about inflammatory infiltration of the
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MALE
n=18
Bypass embolectomy ] 5,60%
Restenosis 1 33,3%
Bypass infection | 11,1%
False aneursym | 5,6%
Major amputation | 22,2%

0,0% 50% 10,0% 150% 20,0% 250% 30,0% 35,0%

Fig. 3. Occurrence of MALE. MALE stands for major
adverse limb event and is a composite endpoint consti-
tuted of each category of subdescribed clinical event. Ma-
jor amputations are defined by all above-the-ankle
amputations of the index limb. All other criteria include
major reintervention related to these causes. Eighteen
limbs (21.0% patients) encountered a MALE during
follow-up.

plaques. CD20+ (lymphocyte B) staining was signif-
icantly higher among patients who experienced a
MACE or a MALE. No correlations were found
with CD68+ staining (Fig. 4).

DISCUSSION

Arterial calcifications are associated with a higher
morbi-mortality in coronary disease and with ather-
omatous plaque stability in the carotid territory.
Clinical data are still lacking for lower limb athero-
sclerosis. In our study, we report the lack of signifi-
cant impact of intimal calcification types on local
severity or general cardiovascular condition of the
patient. Especially, the presence of OM in femoral
atheromatous plaque does not correlate with a
higher local or general impact of the vascular disease
(MACE and MALE criteria) and cannot be used as a
predictor score for cardiovascular morbi-mortality.
Even if more than 5000 patients would have
been studied (simulation analysis), the presence
of OM in femoral atheromatous plaque stay a
nonsignificant predictor score for cardiovascular
morbi-mortality (n = 5265: HR = 0.92 [0.83;
1.03], P = 0.1425). Sheet-like calcifications showed
a trend on influencing the occurrence of a MACE
and nodule calcification types on influencing
MALE.

For years, appearance of VCs in atheromatous
plaques has been considered as a passive phenome-
non but is now known to be a highly regulated
process, for which research still aims to find the pre-
cise molecular mechanisms.”* "' VCs and their
impact on clinical status and on evolution of the



Table II. Histological and biological features for the population, MACE and MALE subgroups

Histological and biological

features Total (81)

MACE (23)

Pvalue HR (95% CI)

P value
adjusted

MALE (18)

P value

HR (95% CI)

P value
adjusted

Histological
calcifications
Microcalcifications,

n (%)
Sheet-like
calcifications,
n (%)
Nodules, n (%) 66 (81)
Osteoid metaplasia, 41 (51)
n (%)

White blood cells formulae

White blood cells
(G/L), mean + SD

Neutrophils (G/L),
mean + SD

Lymphocytes (G/L),
mean + SD

Monocytes (G/L),
mean = SD

Histological inflammation

CD20+, median 0.7
[qualrtiles]T
CD68+, median
[quartiles]’

16 (20)

63 (78)

7.2+24
44 2.1
1.9+0.8

0.7 +0.2

1.13

[0.14—2.51]

[0.36—3.49]

w1
—
H

w

1.44
[0.19—5.74]

1.54
[0.75—2.83]

0.53 0.50 (0.12;

9.28 (1.14;

0.19
0.86

0.55 (0.17;
1.03 (0.31;
1.17 (0.97;
0.08 1.19 (0.98;
0.13 1.478 (0.89;

0.06 8.57 (0.90;

0.04* 1.08 (1.00;

0.99 1.00 (0.86;

2.00)
75.2)
1.80)
3.36)
1.41)
1.44)

2.42)

81.6)

1.17)

1.16)

0.33

0.04*

0.32
0.96

3 (17)

15 (83)

1.95
[0.19—18.88]

1.37
[0.48—2.34]

0.76

0.69

0.04*

0.74

0.01*

0.0001*

0.62

0.97

0.03*

0.66

1.20 (0.28;

1.367 (0.34;

0.13 (0.04;
0.763 (0.25;

1.293 (1.05;

1.60 (1.247; 2.06)

1.15 (0.67;

1.05 (0.08;

1.06 (1.01;

0.59 (0.54;

5.08)

5.49)

0.50)
2.26)

1.59)

1.96)

13.4)

1.13)

1.47)

0.80

0.67

0.003*
0.62

0.0003*

First column presents results of the whole cohort then separated in subgroups regarding MACE and MALE. CD20 represents lymphocytes B cells, CD68 is a surface antigen for monocytes/

macrophages.

All values are presented as mean + SD for continuous data or as number of patients (percentage) for frequency data. For histological features, correlation was calculated and is presented as
HR with its 95% confidence interval. P values are considered statistically significant when <0.05 (*). P values were results from univariate Cox analyses with stratification on cohort and

gender. P values adjusted were results from multivariate Cox analyses with stratification on cohort. 'z = 38 plaque analysis from the ECLA cohort.

MACE, major adverse cardiac event (including cardiovascular mortality and/or unstable angina and/or myocardial infarction and/or stroke); MALE, major adverse limb event (including
major above-the-ankle amputation and/or major reintervention on the index limb); HR, hazard ratio; 95% CI, 95% confidence interval; G/L, giga/L or 10e6/L; SD, standard deviation.
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Fig. 4. Inflammation burden in femoral plaques. Box-
and-whisker plots represent number of CD20+ cells (A)
and percentage of CD68+ stained area (B) in femoral pla-
ques (intima layer) of our patients, comparing the
inflammation infiltration rates of B lymphocytes
(CD20+) and monocytes/macrophages (CD68+) in pa-
tients who suffered (versus not) from MALE, MACE or
global mortality. Infiltration of B cells was significantly
correlated with the occurence of MALE and MACE

cardiovascular risk have first been described on cor-
onary arteries. Several studies have led to recognize
coronary-artery calcium as an independent risk fac-
tor for cardiovascular morbidity and mortality, in
both coronary and peripheral territories.”'*'" Cal-
cium score—or Agatston score’—can either be
considered as a factor of stability or instability of
the atherosclerotic plaque depending on imaging
characteristics of the calcifications themselves, as
well as a predictive factor for restenosis.”* However,
such scores do not take into account calcification
heterogeneity in atherosclerotic plaques. Previous
studies reported that in the carotid territory, micro-
calcifications are related to plaque instability and a
higher risk of cerebrovascular disease. In contrast,
large and extensive calcification in deeper layers of
the carotid plaques could stabilize the lesions.'*'**’

We first reported that femoral lesions have a high
prevalence of OM as compared with other arterial
beds.®??”Y OM has all the characteristics of fully
mature bone tissue, with osteoblasts and osteocytes
embedded in a dense extracellular osteoid matrix
made of collagen and even fatty and vascular struc-
tures similar to bone marrow. In carotid arteries, it
has been demonstrated that OM was rare but posi-
tively associated with asymptomatic, stable plaques.
The authors concluded that femoral OM may have a
critical impact that needs to be assessed, justifying
our study.

Derksen et al. reported an inverse relation be-
tween the calcification-content and the restenosis
rate after femoral endarterectomy on ultrasound
duplex at 12 months.”* In this study, 60% of
femoral plaques presented with more than 40% of
calcifications, and these samples were associated
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(P=0.03 and 0.04, respectively). Infiltration of CD68+
cells was associated with higher mortality rate
(P=0.013) but not with MACE or MALE. Abbreviations:
MACE, major adverse cardiac event (including cardiovas-
cular mortality and/or unstable angina and/or myocar-
dial infarction and/or stroke); MALE, major adverse
limb event (including major above-the-ankle amputation
and/or major reintervention on the index limb).

with a reduced risk of restenosis, but the implication
of VCs on postoperative event was not reported. In
another recent study, Van Haelst et al. assessed the
impact of 7 plaque histological features on second-
ary cardiovascular events in 497 patients undergo-
ing iliofemoral endarterectomy.'” Histological
analysis included calcifications but not calcification
types. Calcified plaques were univariably associated
with secondary cardiovascular events, but not in
multivariable analysis. To complete such analyses,
we decided to focus on calcification type and test
whether different subtypes of calcifications—espe-
cially OM—were associated with more postopera-
tive clinical events (both locally and systemically).
Pathophysiology of atherosclerosis is widely reck-
oned as a progressive inflammatory-lipid disorder
with recruitment of macrophages (innate immu-
nity) and T cells (adaptive immunity) in the early
stages.”'**** Hypotheses have emerged to explain
and relate calcification burden with inflammation
in the artery wall, with main cell candidates being
macrophages and vascular smooth muscle cells
(VSMCs). Indeed, macrophages can release matrix
vesicles that could mediate calcium and phosphate
nucleation and can show some osteoclastic properti-
es,"®*® while VSMCs can transdifferentiate into
osteochondrogenic cells.”””” On the other hand,
the presence of calcification can also trigger and sus-
tain local inflammation, with production of proin-
flammatory cytokines (interleukin [IL]-1, IL-6).”"
In the early stages of atherosclerosis, monocytes
infiltrate the intima layer of artery walls where
they turn into macrophages that ingest oxidized
low-density lipoproteins (LDLs) and become foam
cells. Later on, macrophages can also produce
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cytokines that perpetuate the inflammation process
locally, and MMPs that degrade collagen matrix,
hence favoring microcalcification, plaque destabili-
zation, and ultimately rupture.”'”**”> In humans,
macrophages (expressing CD68 cell marker) can be
separated into at least two subtypes called M1 and
M2.°*>’ In the carotid arteries, CD68+ staining is
higher in unstable, symptomatic plaques’* and dis-
plays mostly an M1 phenotype, while M2 macro-
phages are associated with stable asymptomatic
carotid plaques.’” When compared with the femoral
territory, CD68+ staining is higher in carotid plaques
(they are more cellular)® and associated with a high
presence of M1 macrophages, while femoral plaques
show more M2 macrophages.”*

Several small populations of innate immune
cells have important roles at different stages of
atherosclerosis development, but macrophages are
the main innate immune effector cell type in the
plaque. T cells that respond to autoantigenic
components of LDL particles orchestrate plaque
development: T helper type 1 (TH1) cells promote
atherosclerosis, regulatory T cells are protective,
and TH17 cells promote plaque stability. Many
connections between the immune system and
metabolism exist; acute inflammation induces
hypertriglyceridemia, whereas chronic inflamma-
tion has more complex effects. Novel approaches
such as anti-inflammatory therapies, T-cell—based
treatments, or vaccination against LDL could poten-
tially reduce cardiovascular inflammation and
protect against the development of atherosclerosis.

Following these hypotheses, we decided to look
more specifically for inflammation characteristics
in patients’ preoperative blood and histological
samples. Interestingly, we found a significant
correlation between the monocytes blood count
and secondary cardiovascular adverse events.
Concordantly, Dopheide et al. found an increase in
circulating proinflammatory monocytes count in
patients suffering from CLI, speculating that
systemic inflammation in atherosclerosis might
increase the severity of the disease.’® Zimmermann
et al. demonstrated an increase in CD68+ cells
within femoral plaques from patients with CLI, but
this finding was not confirmed by our histological
analysis of CD68+.”” Additional analyses with spe-
cific staining of macrophage subtypes are required
to better understand the monocyte/macrophage
infiltration of femoral plaques and its role on sec-
ondary cardiovascular events. In contrast, our anal-
ysis of CD20+ was significantly associated with
MACE and MALE. Humoral immunity B cells are
known from mice experimentations to be involved

Impact of femoral ossification on patients’ condition 9

with atherosclerosis and B-cell depletion to protect
against atherosclerosis. Moreover, patients with
splenectomy are at higher risk of death by
myocardial infarction,”® and we know from the
Canakinumab  Anti-Inflammatory = Thrombosis
Outcomes Study (CANTOS) trial that in human,
modulation of the IL-6 signaling pathway, at least
with canakinumab, associates with reduced
cardiovascular event rates, independent of lipid
lowering.”” We confirm these results in our CD20+
histological analysis, with a significantly higher
risk of MALE and MACE among patients with
high B-cell infiltration. These results are encour-
aging to develop novel clinical approaches such as
antiinflammatory therapies or B- or T-cell-based
treatment or vaccination that could potentially
reduce cardiovascular inflammation and protect
against the development of atherosclerosis.

This study has several limitations. First is the
retrospective design of the study regarding long-
term clinical follow-up. Despite a big work of recov-
ery, some patients remained lost for follow-up.
Analyses were made on 81 patients maximum. We
lack power to show effect of calcifications on cardio-
vascular adverse events. Moreover, most of the pa-
tients are claudicants, less likely than patients with
CLI to suffer from reinterventions and amputations.
Looking specifically into this population may lead to
different results. Also, we did not examine different
slides in a single patient. The assumption that the
examination of the culprit lesion is consistent in
the total plaque might be a study limitation. Finally,
extrapolation of our results to female patients is
severely limited because of the very low number
of female patients” in our cohorts.

To conclude, OM, an osteochondral calcification
found preferentially in the common femoral artery,
does not appear to impact the occurrence of second-
ary adverse cardiovascular events. In our findings,
systemic patients’ blood monocyte count may
have a predictive impact, with a significant correla-
tion with CD20+ (lymphocyte B) plaque infiltrates
and adverse cardiovascular events. More studies
are required to assess the predictive value of athero-
matous plaque features on mid- and long-term sec-
ondary cardiovascular adverse events in the lower
limb territory.
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NOM : DANVIN PRENOM : Aurore

Titre de Thése : Corrélation entre I'ossification de I'artére fémorale commune et la sévérité
des complications vasculaires systémiques et des membres inférieurs chez les patients opérés.

RESUME

Les calcifications vasculaires, facteur prédictif indépendant de morbi-mortalité cardiovasculaire en
territoire coronarien, sont plus nombreuses en territoire fémoral avec la présence de métaplasie ostéoide
(MO). Le but de ce projet de thése est d’évaluer I'impact clinique de la présence de MO et d'inflammation

en fémoral.

Entre 2008 et 2015, 86 échantillons de plaques recueillis au cours d’endartérectomies fémorales sur 81
patients ont été analysés et corrélés au suivi des patients a long terme, incluant les événements
cardiovasculaires locaux (Major Adverse Limb Events, MALE) et systémiques (Major Adverse Cardiac
Events, MACE).

Bien que présente dans 50% des plaque d’athérome fémorale, la MO ne semble pas étre un facteur
indépendant d’événement cardiovasculaire local ou systémique, contrairement a l'infiltration de la plaque

par les lymphocytes B significativement associée aux évenements MACE et MALE.

MOTS-CLES

CALCIFICATIONS VASCULAIRES — METAPLASIE OSTEOIDE — INFLAMMATION - ARTERIOPATHIE OBLITERANTE DES
MEMBRES INFERIEURS

VASCULAR CALCIFICATIONS — OSTEOID METAPLASIA — INFLAMMATION BURDEN — PERIPHERAL ARTERIAL DISEASE
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