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RESUME  

L'efficacité du rtPA dans le traitement de l’ischémie aigue est bien reconnue avec des effets 
secondaires graves nécessitant l’évaluation d’autres stratégies. Un modèle d’ischémie 
cérébrale focale a été décrit, réalisé par injection in situ de thrombine. Dans notre première 
étude, nous avons utilisé l’imagerie par résonance magnétique multimodale pour 
documenter les lésions et les zones de pénombre dans ce modèle. Malgré une occlusion de 
l’artère reproductible et une hypoperfusion marquée chez tous les sujets, une reperfusion 
spontanée est constatée dans 38% des cas, rendant l’IRM incontournable dans l’évaluation 
de ce modèle. La deuxième étude a comparé l'efficacité d’un TAFI inhibiteur seul ou en 
combinaison avec le rtPA à faible dose. Nous avons montré que la combinaison du TAFI 
inhibiteur avec le rtPA à faible dose n'est pas aussi efficace que la dose standard de rtPA, 
avec une tendance positive, tandis que le TAFI inhibiteur seul n'est pas efficace du tout. Le 
modèle thromboembolique présente un intérêt particulier dans l'évaluation des stratégies  
thérapeutiques associées au rtPA pour améliorer la thrombolyse, surtout lorsqu'il est évalué 
par un suivi longitudinal en IRM. 
 
SUMMARY 

The benefit of recombinant tissue plasminogen activator (rtPA) treatment in stroke is well 
known with serious side effects requiring the evaluation of alternative strategies. Injection of 
thrombin in the middle cerebral artery of mice has been proposed as a new model of 
thromboembolic stroke. In the first study, we used multiparametric Magnetic Resonance 
Imaging (MRI), performed immediately after thrombin injection, to document occlusion and 
area at risk in this model. Despite similar MCA occlusion and marked hypoperfusion, half of 
animals showed a cortical lesion on DWI, while the other half demonstrated no or very 
limited lesion. Therefore, MRI measurement of basal lesion size is required to use this animal 
model in therapeutic studies. The second study compared efficacy between TAFI inhibitor 
alone and TAFI inhibitor in combination with low-dose rtPA. In conclusion, we showed that 
the combination of TAFI-I with low-dose rtPA is not as effective as the standard dose of rtPA, 
with a positive trend, while TAFI inhibition alone is not effective at all. The present 
thromboembolic model is of particular interest in assessing strategies rtPA association to 
improve thrombolysis, especially when coupled with longitudinal MRI assessment. 
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Ischémie cérébrale focale ; infarctus cérébral ; IRM ; modèle animal ; thrombolyse ; 
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I. Infarctus cérébral: définition, principales causes et éléments d’épidémiologie 

1. Epidémiologie 

L’infarctus cérébral est défini comme une nécrose ischémique survenant dans un territoire 

vasculaire, la nécrose étant la résultante d’une inadéquation entre l’apport sanguin et la 

demande métabolique du tissu cérébral. En général, elle résulte d’une obstruction vasculaire 

par un caillot, formé dans le vaisseau lui-même (occlusion thrombotique) ou migrant d’une 

autre région artérielle (thrombus embolique). 

Les infarctus représentent environ 85% des accidents vasculaires cérébraux (AVC), les 

hématomes intracérébraux et les hémorragies sous-arachnoïdiennes correspondant 

respectivement à 10% et 5% des AVC, ce que nous ne détaillerons pas dans ce travail.  

 

Les pathologies cérébrovasculaires constituent la 2ème cause de mortalité dans le monde 

avec 5.4 millions de décès en 2001; 85.5% de cette mortalité survient dans les pays en voie 

de développement [1] [figure 1]. Dans les pays à revenus élevés, elles représentent la 2ème 

cause d’années de vie perdues par mortalité précoce ou par handicap (DALYs: disability-

adjusted life years) [1]. L’issue de l’AVC est souvent dramatique. En effet, 20% des patients 

décèdent dans le mois suivant, 75% ont des séquelles à vie, 25% restent dépendants et 25% 

souffrent de dépression. 

L’incidence des AVC a augmenté de 100% au cours des 40 dernières années dans les pays à 

revenus faibles, tandis qu’elle a diminué de 42% dans les pays riches [2].  

 

  

Figure 1: mortalité spécifique des pathologies vasculaires en 2002 Organisation Mondiale de 

la Santé : The Atlas of Heart Disease and Stroke, 2006). 
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En Europe, environ 30% des AVC surviennent avant l’âge de 65 ans, touchant la population 

active [3]. Le poids financier lié aux soins hospitaliers et au handicap est considérable, estimé 

à 3-5% des dépenses totales de santé dans les pays occidentaux, soit environ 8.3 milliards 

d’euros en 2008 en France [4]; [5]; [6].  

 

  2/ Etiologies  

Dans la majorité des cas, l’infarctus cérébral résulte d’une occlusion artérielle aiguë.  

 

L’embolie (artério-artérielle ou d’origine cardiaque) est le mécanisme d’occlusion artérielle 

le plus fréquent (75%) (figure 2).  

L’embolie artério-artérielle est en général liée à l’athérosclérose à l’origine de 40% des AVC 

ischémiques. Cette pathologie est liée aux remaniements de la paroi vasculaire au niveau de 

la média et de l’intima où se forment des plaques d’athérome riches en cellules dérivées 

(monocytes, macrophages) et en lipides. Lors de l’instabilité des plaques d’athérome, une 

exposition du facteur tissulaire (FT) et du collagène sous endothélial conduit à l’activation de 

la cascade de coagulation (cf chapitre coagulation) et favorise l’adhésion puis l’agrégation 

des plaquettes sanguines, d’où la formation d’un caillot (athérothrombose) à la fois fibrineux 

et plaquettaire [7].   

 

  

figure 2 : mécanisme thrombo embolique 

 

Chez les patients de moins de 70-80 ans, l’athérothrombose constitue la principale étiologie 

des infarctus cérébraux, et se caractérise par la fréquence de l’atteinte polyvasculaire : 

environ 40% des patients avec une atteinte cérébrovasculaire présentent aussi une 
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coronaropathie et/ou une artériopathie oblitérante des membres inférieurs symptomatique 

[8]. 

L’embolie d’origine cardiaque (20% des AVC) résulte d’une fibrillation auriculaire, d’une 

pathologie valvulaire mitrale ou d’un thrombus dans le ventricule gauche. Dans la population 

de plus de 80 ans, la prévalence de la fibrillation atriale est de 9% [9], et cette pathologie 

représente au moins 35-45% des causes d’infarctus cérébral [10]. 

 

 

La microangiopathie avec lipohyalinose et thrombose artériolaire in situ survient dans 

environ 20% des cas. Les infarctus hémodynamiques en rapport avec une sténose artérielle 

de haut grade sont rares (moins de 5%) [11,12].  

             

Figure 3 : vaisseaux encéphaliques et sièges d’athérome. 

 

Toutefois, 30-40% des infarctus cérébraux demeurent de cause indéterminée [13]. 

L’étiologie des infarctus cérébraux s’avère plus hétérogène que celle des infarctus du 

myocarde, et impose ainsi un bilan diagnostique plus complexe (figure 4).  L’étiologie varie 

selon l’âge, la région du monde et le groupe ethnique considérés ou encore de la qualité des 

méthodes d’investigation clinique utilisées.  
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Figure 4: étiologies des infarctus cérébraux selon l’âge [14]. 

 

 

Les lésions ischémiques cérébrales par hypoxie-anoxie globale relèvent d’une 

physiopathologie et de situations cliniques distinctes (défaillances cardio-respiratoires, 

asphyxie, intoxication au monoxyde de carbone) et ne seront pas spécifiquement abordées 

dans ce travail. La distinction entre ischémie focale et généralisée est cruciale en conditions 

expérimentales pour le choix du modèle animal. 
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II. Physiopathologie de l’accident vasculaire cérébral.  

1/ Thrombose et fibrinolyse, notions d’hémostase 

1.1. Formation du thrombus 

La formation du thrombus repose sur deux systèmes : la mise en route du système de la 

coagulation d'une part, l'activation plaquettaire d'autre part [15].  

L'activation de l'un ou l'autre des systèmes se fait selon des conditions environnementales 

différentes. Les flux sanguins lents favorisent la coagulation plasmatique, alors que les flux 

rapides favorisent la participation des plaquettes et leur activation. Au cours de 

l'athérothrombose, c'est l'activation du système plaquettaire qui prédomine. La coagulation 

vient ensuite renforcer le thrombus formé :  

1. Le premier système impliqué repose sur des mécanismes d'activation cellulaire et 

aboutit à l'agrégation plaquettaire (3-5 mn) (Flux rapide) [16,17].  

2. Le second système est un système moléculaire qui aboutit à la transformation du 

fibrinogène en fibrine (10-15 mn) (Flux lent) [18,19].  

 

Figure 5 : Coagulation et activation plaquettaires. ADP : Adénosine Diphosphate ; FII à FX : Facteurs 

II à X de la coagulation ; FIIa à FXa : Facteurs II à X activés de la coagulation ; FT : Facteur tissulaire ; 

GP : Glycoprotéine ; Plq : Plaquettes ; TXA2 : Thromboxane A2 ; vWF : von Willebrandt Factor [19]. 
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Le phénomène initiateur de la thrombose est la mise à nu du tissu conjonctif de la paroi. A la 

suite de la rupture de la plaque, l'activation des plaquettes et de la coagulation se fait par 

l'exposition des éléments thrombogènes de la paroi, notamment du facteur tissulaire 

contenu en forte concentration à l'intérieur de la plaque. Ensuite, la progression de la 

thrombose va se faire suivant les variations des conditions d'écoulement sanguin au cours de 

son évolution.  

Lors d'une rupture de plaque, il y a dans un premier temps, au niveau de la brèche de la 

paroi, une réponse qui se fait essentiellement par la voie de la coagulation. L'écoulement à 

ce niveau est, en effet, très lent, voire nul. On assiste ainsi à la formation d'un premier 

réseau fibrineux à l'intérieur de la paroi [15].  

Lorsque la réaction thrombotique gagne la lumière vasculaire, où le flux sanguin est rapide, 

le thrombus qui se forme est essentiellement composé de plaquettes.  

Ensuite, si le thrombus formé atteint une taille suffisante pour perturber significativement 

l'écoulement, la coagulation reprend et stabilise le thrombus [19].  

 

L'activation des plaquettes se déroule en plusieurs phases [20]:  

1. Reconnaissance des surfaces thrombogènes par la plaquette, et adhésion, en 

particulier par adhésion au collagène par l'intermédiaire des glycoprotéines 

membranaires GP Ia et Iia et adhésion au facteur de Willebrandt par l'intermédiaire 

du groupe GP Ib-IX-V.  

2. La plaquette s'active. Elle s'étale et sécrète des granules de réserve contenant de 

l'ADP (Adénosine Diphosphate) et du thromboxane A2 qu'elle synthétise. Ces 

produits de sécrétion vont recruter et activer d'autres plaquettes circulantes.  

3. Les plaquettes activées se déforment et subissent une modification conformationelle 

de leurs glycoprotéines GP IIb/IIIa qui deviennent aptes à fixer des ligands 

moléculaires : facteur de Willebrand, fibrinogène et fibronectine.  

Ces ligands vont permettre la formation de ponts moléculaires qui fixent les plaquettes 

circulantes aux plaquettes déjà déposées [20].  
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C'est ainsi que se construit un thrombus qui pourra s'incorporer à la plaque, provoquer une 

occlusion ou aboutir à une embolie.  

1.2. La Fibrinolyse 

 La fibrinolyse tend à empêcher l'installation mais surtout l'extension du caillot en détruisant 

les polymères de  fibrine. Lorsque le caillot est formé, la fibrinolyse physiologique permet de 

le reperméabiliser. La fibrinolyse fait intervenir une substance circulant sous forme inactive 

dans le plasma: le plasminogène, synthétisé par le foie (Figure 6). 

Sous l'influence d'activateurs, le plasminogène se transforme en plasmine qui est une 

enzyme protéolytique très puissante, capable de dégrader le caillot de fibrine mais aussi de 

détruire le fibrinogène, voire d'autres facteurs de coagulation. L'activation du plasminogène 

en plasmine se fait grâce à des activateurs de deux types :  

- la voie de l’activateur tissulaire du plasminogène (t-PA). Cette substance est synthétisée de 

façon quasi exclusive par la cellule endothéliale qui la libère sur le site du caillot lors de tout 

phénomène d'agression [21]. 

- la voie de la pro-urokinase-urokinase (U-PA). La forme circulante est la pro-urokinase 

synthétisée par les cellules rénales et d'autres cellules parenchymateuses. La pro urokinase 

s'active en urokinase essentiellement au contact du caillot de fibrine [22].  

 

Le système fibrinolytique est régulé par deux types d’inhibiteurs :  

- les inhibiteurs de la plasmine : alpha 2 antiplasmine, alpha 2 macroglobuline 

- les inhibiteurs des activateurs du plasminogène : le PAI-1 est l'inhibiteur surtout du 

t-PA et le PAI-2, présent essentiellement chez la femme enceinte, est inhibiteur de 

l'urokinase. 

- le TAFI (pour thrombin activable fibrinolysis inhibitor) qui est la carboxypeptidase U 

appelée arginine carboxypeptidase ou carboxypeptidase plasmatique, une métallo 

carboxypeptidase décrite chez l'homme en 2004 [23]. Son rôle physiologique est orienté sur 

l'inhibition de l'activité antifibrinolytique de la plasmine. En effet, la carboxypeptidase U 
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coupe le résidu lysine C terminal de la fibrine, qui est indispensable à l'activité de l'activateur 

t-plasminogène chargé de la transformation du plasminogène en plasmine. Son activation 

conduit à une activité antifibrinolytique sur le caillot [24].  

1

Cascades de la Fibrinolyse
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- Tissue Plasminogen activator
- Urokinase
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Figure 6 : schéma explicatif de la cascade de la fibrinolyse (SANOFI). 
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2/ Le tissu à risque: la pénombre ischémique 

Après l’occlusion artérielle, le devenir du tissu ischémique n’est pas uniforme. Au contact de 

zones à la perfusion sévèrement réduite et rapidement nécrosées, il persiste un tissu 

présentant une perfusion résiduelle grâce à la circulation collatérale, et à l’intégrité 

structurelle encore préservée, constituant l’enjeu des traitements de l’infarctus cérébral aigu 

[25] : la pénombre ischémique. 

 

2.1. Définition générale 

Le concept de pénombre est défini comme du tissu cérébral lésé par une lésion ischémique 

pouvant évoluer vers une lésion cérébrale irréversible au fil du temps. La souffrance du tissu 

est potentiellement réversible avec une thérapeutique adaptée. En l’absence d’une 

reperfusion précoce, la pénombre ischémique est progressivement transformée en zone de 

nécrose, qui s’étend jusqu’à atteindre l’ensemble du tissu à risque [26]. 

L’évolution de la pénombre est particulièrement liée à la sévérité de la diminution du débit 

sanguin cérébral (DSC). Initialement, la pénombre ischémique a été définie comme la région 

présentant un débit sanguin cérébral diminué avec absence de potentiels électriques 

spontanés ou induits qui maintiennent l’homéostasie ionique et les potentiels électriques 

transmembranaires. Une réduction du débit sanguin cérébral entre 10 – 15 ml/100g/mn et 

environ 25ml/100g/mn définit la pénombre [27]. Toutefois dans cette région, le DSC est 

suffisant pour conserver l’homéostasie ionique, les potentiels membranaires et le 

métabolisme de l’ATP [25]. Le maintien de l’apport en oxygène est assuré par la circulation 

collatérale et l’augmentation du taux d’extraction d’oxygène lors de la thrombose [28].  

 

2.2. Techniques radiologiques d’évaluation de la pénombre 

L’identification de ce tissu à risque de nécrose est tout le challenge pour la prise en charge 

thérapeutique des patients, utilisant les différentes techniques radiologiques disponibles 

(TEP, IRM, scanner X).  

 

2.2.1 Tomographie par émissions de positons (TEP) 

La TEP du débit sanguin cérébral régional et du métabolisme énergétique a été la première 

technique d’imagerie utilisée pour détecter la zone de pénombre, définie comme la région 

présentant une augmentation de la fraction d’extraction d’oxygène [29].  
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L’étude séquentielle de Furlan et al. [30] a validé l’identification de la pénombre en TEP. Le 

volume total de la pénombre était corrélé au déficit neurologique initial; le volume de la 

pénombre échappant à l’infarctus final à 2 mois montrait également une corrélation étroite 

avec la récupération neurologique finale. Ainsi, la pénombre se caractérise par [31]:  

• un débit sanguin cérébral entre 7-8.5 ml/100g/min et 17-22 ml/100g/min 

• une préservation relative de la consommation d’oxygène (CMRO2) 

• une augmentation de la fraction d’extraction de l’oxygène (>70%).  

La TEP est toujours l’examen de référence pour la détection de la pénombre et des tissus 

irrémédiablement lésés mais sa disponibilité dans les centres médicaux n’est pas évidente et 

limitée par la logistique nécessaire.  

Plusieurs marqueurs peuvent être utilisés pour la réalisation de la TEP dont le 11C-flumazénil 

[32] pouvant visualiser le récepteur central aux benzodiazépines, localisé exclusivement sur 

les neurones et permettant une valeur prédictive d’une évolution vers l’infarctus [33].  

Un autre marqueur est le 18F-fluoromisonidazole capté par les cellules hypoxiques et qui a 

été validé comme un marqueur de la pénombre [34], mais demeure peu adapté à une 

utilisation clinique (latence de 2 heures avant d’atteindre l’état d’équilibre).  

De plus, une augmentation du  FDG [18]F-2-fluoro-2-deoxy-d-glucose) dans la zone péri-ischémique 

est régulièrement observé durant l'ischémie cérébrale aiguë. Cette région présentant une absorption 

plus élevée du FDG reflète probablement les tissus viables qui peuvent être récupérés à la 

reperfusion. Par conséquent, l'imagerie par tomographie par émission de positons avec le FDG 

comme marqueur à la phase aigue pourrait intervenir dans la sélection des patients [35]. 

 

2.2.2 IRM 

2.2.2.1. Généralités : IRM multimodale 

L’utilisation de l’IRM à la phase aiguë de l’infarctus cérébral s’est considérablement 

développée depuis les années 1990 [36]. Les progrès de l’imagerie par résonance 

magnétique « multimodale » permettent d’estimer le tissu cérébral susceptible d’être sauvé 

par la recanalisation de l’artère occluse, et inversement, l’étendue de l’infarctus définitif en 

l’absence de recanalisation. La séquence de diffusion (DWI) permet de mesurer le coefficient 

de diffusion (ADC) dont la baisse en deçà d’un certain seuil traduit la nécrose irréversible des 

cellules cérébrales. L’IRM de perfusion (PWI) donne une estimation du DSC. Plusieurs 
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modalités de mesure ont été proposées et testées : temps moyen de transit (MTT), DSC 

(CBF), Tmax. De façon simplifiée, le Tmax correspond au délai d’atteinte du pic de 

concentration de gadolinium pour chaque région par rapport à l’arrivée du gadolinium dans 

les artères cérébrales (arterial input function) [37]. Actuellement, le Tmax semble être la 

modalité qui offre les résultats les plus robustes dans les essais thérapeutiques publiés 

[37,38]. La zone correspondant à une baisse de la perfusion cérébrale sans signe de nécrose 

en DWI est appelée mismatch. Elle est considérée comme un substitut de la pénombre 

ischémique [39]. Par ailleurs, les séquences en écho de gradient (GRE) permettent d’exclure, 

avec une sensibilité identique à celle du scanner cérébral, le diagnostic d’hémorragie [40]. 

Enfin, l’angiographie IRM permet de visualiser l’occlusion artérielle. Ainsi, l’IRM cérébrale 

permet donc : 

 de confirmer le diagnostic d’infarctus cérébral avec une sensibilité de 83 % vs 26 % 

pour le scanner cérébral [40], et d’exclure le diagnostic d’hémorragie cérébrale avec 

une sensibilité proche de 100 % ; 

 de préciser l’étendue du territoire cérébral définitivement détruit. En pratique, 

l’étendue de la lésion ischémique en DWI est un des critères majeurs pour définir 

l’indication d’une hémi craniectomie urgente en cas d’infarctus sylvien malin [41] ; 

 d’estimer l’étendue de la pénombre ischémique susceptible d’être sauvée par la 

recanalisation de l’artère occluse révélée par l’angiographie IRM. Cette dernière 

propriété a ouvert la voie à plusieurs essais évaluant l’indication d’un traitement 

thrombolytique sur la base de la présence d’un mismatch au-delà du délai limite 

d’installation des symptômes recommandé pour ce traitement. 

 

2.2.2.2. Limites  

Si l’IRM a indéniablement introduit l’évaluation de la pénombre ischémique dans la pratique 

clinique, ce modèle présente des limites [42]. Le principal écueil concerne l’exploitation de 

l’IRM de perfusion. Il n’existe pas de consensus quant aux critères optimaux pour définir la 

zone de pénombre par rapport à la zone d’oligémie. Malgré leur intérêt théorique, les 

cartographies déconvoluées n’ont pas démontré leur supériorité pour prédire l’infarctus 
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final [43]. Le choix du paramètre hémodynamique idéal ainsi que son seuil optimal 

demeurent controversés; 

Ensuite, les volumes d’hypoperfusion présentent en conséquence d’importantes variations 

en fonction de la méthode de calcul et du paramètre hémodynamique choisi [44]. D’autre 

part, la lésion aiguë en IRM de diffusion n’est pas strictement équivalente à la zone de 

nécrose. En effet, les observations expérimentales et cliniques ont démontré que les 

anomalies de diffusion pouvaient être réversibles avec une reperfusion précoce [45]; [46].  

L’analyse des résultats de l’étude DEFUSE et EPITHET a démontré qu’une lésion mesurée en 

IRM de perfusion par un Tmax > 2 s surestimait la pénombre ischémique. À l’inverse, un seuil 

de 6 secondes donnait une meilleure estimation de l’étendue du volume final en l’absence 

de reperfusion et donc de l’étendue de la pénombre ischémique [8].  

Les études DEFUSE et EPITHET, bien que n’ayant pas directement évalué la place de l’IRM 

dans la décision thérapeutique, ont précisé les profils IRM de réponse à la thrombolyse 

intraveineuse [38] [37] [47]. 

Parallèlement, plusieurs équipes ont développé des logiciels capables de générer en 

quelques minutes une mesure quantitative des caractéristiques de la lésion en DWI (taille, 

ADC…) et PWI (Tmax, MTT, CBF, en fonction de différents seuils). Actuellement, deux études 

(DEFUSE2 et MR-RESCUE) sélectionnent les patients susceptibles de bénéficier d’une 

revascularisation mécanique du vaisseau occlus sur la base d’algorithmes générés par le 

traitement automatique des images en DWI et PWI [48,49]. 

 

2.2.3. Scanner X 

Le scanner multimodal est désormais devenu une alternative réelle à l’IRM, avec plusieurs 

points forts. Le scanner de perfusion fournit des données hémodynamiques quantitatives 

d’interprétation plus simple qu’en IRM, et demeure plus accessible dans la plupart des 

centres. Wintermark et al. ont défini la zone d’infarctus par un volume sanguin cérébral 

inférieur à 2,0 ml/100 g et le tissu à risque par un MTT (mean transit time) supérieur à 145 % 

des valeurs de l’hémisphère sain, la différence entre ces deux compartiments correspondant 

ainsi à la pénombre [50] [51]. Le TTP (Time to Peak) avec un seuil approprié est un très bon 

élément prédictif de l'infarctus chez les patients victimes d'AVC. Le mismatch MTT / TTP 
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montre la corrélation entre la suppléance vasculaire collatérale et le tissu à risque d'infarctus 

[52]. L’acquisition plus rapide des images facilite l’examen de patients souvent agités. 

L’analyse combinée du scanner de perfusion et de l’angioscanner permet de préciser la zone 

à risque, l’infarctus constitué, le site d’occlusion, ainsi que l’état de la circulation collatérale. 

En revanche l’irradiation et l’injection d’un produit de contraste iodé restent les points 

faibles de la technique. Les avantages et les faiblesses respectives de l’IRM et du scanner 

multimodal invitent ainsi à privilégier une vision complémentaire de leur utilisation clinique. 

 

2.2.4. Marqueurs biochimiques et moléculaires 

La recherche expérimentale a permis une meilleure compréhension des mécanismes 

moléculaires et cellulaires impliqués dans la progression des lésions ischémiques [53,54]. Le 

concept de pénombre « moléculaire » désigne les modifications génomiques et protéiques 

survenant autour de la zone de nécrose [55]. Une diminution de la synthèse protéique a 

ainsi été observée à partir d’une baisse du CBF d’au moins 50% de la normale (50 ml/100 

g/min chez les rongeurs; 25 ml/100 g/min pour les primates). La synthèse protéique 

demeurait diminuée dans les zones cérébrales évoluant vers la nécrose, alors qu’elle se 

normalisait dans celles échappant à l’infarctus [25]. Ces modifications de la synthèse 

protéique présentaient en outre une corrélation topographique avec les niveaux 

d’adénosine triphosphate (ATP), permettant une compartimentalisation du tissu ischémique 

: tissu normal (niveaux normaux d’ATP et de la synthèse protéique) ; pénombre ischémique 

(diminution de la synthèse protéique mais ATP préservé) ; nécrose (diminution de la 

synthèse protéique et de l’ATP) [56]. La zone de pénombre ainsi définie se caractérise aussi 

par l’activation de la transcription du gène de « stress » Hsp70 [56]. Toutefois, d’autres 

gènes activés lors d’une ischémie cérébrale ne présentent pas de co-localisation précise avec 

la pénombre ischémique. Par exemple, c-fos est exprimé dans des zones cérébrales non 

ischémiques de rats soumis à une occlusion de l’artère cérébrale moyenne [57]. Le facteur 

de transcription HIF (Hypoxia-Inducible Factor), composante essentielle de la réponse à 

l’hypoxie et l’ischémie, est transcrit aussi bien au sein de la zone ischémique qu’en dehors 

[58]. Ainsi, il existe plusieurs « pénombres moléculaires», qui ne recoupent que 

partiellement la zone à risque définie par les critères hémodynamiques et cliniques. 
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3. Mécanisme de compensation vasculaire : la circulation collatérale 

La circulation collatérale constitue vraisemblablement le principal facteur de variabilité 

expliquant l’hétérogénéité des vitesses d’extension de l’infarctus observée chez les patients. 

La visibilité de la circulation collatérale en artériographie, angio MR ou en angioscanner est 

un paramètre prédictif indépendant de la croissance de l’infarctus et de l’évolution clinique 

[59,60,61,62]. 

Les patients disposant d’une circulation collatérale efficace auront ainsi une pénombre 

ischémique plus prolongée et un infarctus final moins étendu, en comparaison de ceux ayant 

une collatéralité déficiente. 

3.1. Anatomie et physiopathologie 

La circulation collatérale peut se décrire à plusieurs niveaux. 

 

3.1.1. Le  polygone de Willis 

Le cercle artériel du cerveau ou polygone de Willis est un système vasculaire intra cérébral 

permettant la communication directe des circulations antérieures et postérieures. Il permet 

de maintenir un équilibre hémodynamique au sein de la vascularisation cérébral. En cas 

d’occlusion brutale ou progressive d’un des quatre piliers artériels, il permet de rediriger le 

sang artériel vers le territoire distal concerné et ainsi d’éviter la survenue d’une ischémie 

cérébrale dans cette même région. 

  figure 7 : polygone artériel de Willis 

La valeur fonctionnelle de ces anastomoses est très variable ; les variantes anatomiques sont 

fréquentes : la communicante postérieure est hypoplasique ou absente pour 30% de la 
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population, le segment A1 est hypoplasique dans 10% des cas et la communicante 

antérieure peut être absente pour 1% des sujets [63].  

Les variations des différents segments artériels intracrâniens concernent les variations de 

naissance, de trajet, de calibre (hypoplasie ou variation de nombres (duplication, 

fenestration)). 

Parmi les variations de l’axe cérébral antérieur, il faut citer : l’artère médiane du corps 

calleux, l’artère azygos, l’artère bihémisphérique. Les variations de l’artère cérébrale 

moyenne portent essentiellement sur son mode de division. L’artère communicante 

postérieure présente, outre les variations habituelles des autres segments, une variation de 

la forme de son origine (infundibulum). Enfin parmi la persistance d’artères embryonnaires 

réalisant des anastomoses inhabituelles, nous ne citerons que l’artère trigéminée, la plus 

fréquente, qui fait communiquer l’artère carotide interne (origine en C4-C5) et la partie 

moyenne du tronc basilaire et qui représente un danger potentiel pour la chirurgie sellaire et 

du nerf trijumeau [64]. 

3.1.2. Anastomoses extra-intracrâniennes (figure 8) 

Trois principales régions fonctionnelles sont décrites [65]: 

• région orbitaire : l’artère ophtalmique constitue l’interface entre la carotide interne (ACI) 

et les branches de la carotide externe (surtout l’artère maxillaire interne avec l’artère 

méningée moyenne et l’artère sphéno-palatine, mais aussi avec l’artère faciale et temporale 

superficielle). 

• région caverneuse et pétro-clivale : le tronc inférolatéral, le tronc méningohypophysaire et 

les branches pétreuses de l’ACI sont à l’interface avec la vascularisation durale de cette 

région, émanant des branches de la maxillaire interne et de la pharyngienne ascendante. 

 

• région cervicale haute: l’artère vertébrale présente des anastomoses avec l’artère 

occipitale, l’artère pharyngienne ascendante, l’artère cervicale ascendante et profonde. 

 

Ces anastomoses sont des voies potentielles de suppléance en cas d’occlusion proximale des 

troncs supra-aortiques, mais représentent aussi des sources de complications lors de 
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procédures d’embolisation. Plus rarement, on peut aussi observer des anastomoses entre 

des branches durales et les artères corticales cérébrales (figure 10). 

 

Figure 8: anatomie fonctionnelle des anastomoses extra-intracrâniennes [65]. 

 

3.1.3.  Anastomoses corticales leptoméningées (figure 11) 

La qualité variable de ces suppléances corticales est probablement un facteur déterminant 

de l’hétérogénéité clinique en terme de tolérance à l’occlusion d’une artère intracrânienne 

proximale. Le nombre et la taille de ces anastomoses sont variables d’un sujet à un autre, et 

demeurent aujourd’hui difficilement prévisibles. Ces anastomoses semblent les plus riches 

entre l’artère cérébrale antérieure et moyenne, et en général, moins développées entre la 

cérébrale moyenne et la cérébrale postérieure. Elles ne sont que rarement fonctionnelles 

entre l’artère cérébrale antérieure et postérieure. Les branches distales des artères 

cérébelleuses sont souvent bien anastomosées les unes aux autres, et peuvent parfois 

compenser une occlusion vertébrobasilaire. A l’inverse, les artères perforantes 

lenticulostriées ne disposent pas en général de suppléance efficace [66]. La mise en jeu très 

variable de ces suppléances au cours de l’ischémie cérébrale aiguë demeure mal comprise. Il 

est probable que l’âge, l’étiologie et le mode de l’occlusion artérielle (occlusion embolique 

brutale vs occlusion plus progressive sur une sténose athéromateuse), la durée de l’ischémie 

et les comorbidités associées (notamment le diabète et l’hypertension artérielle) influent sur 

l’efficacité de la circulation collatérale [67]. 
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Figure 9 : Anastomoses intracrâniennes (A : profil ; B : face); a: artère communicante 

postérieure; b: entre les branches corticales de la cérébrale moyenne (ACM) et antérieure ; 

c: entre l’ACM et la cérébrale postérieure (ACP); d: plexus tectal entre l’ACP et l’artère 

cérébelleuse supérieure; e: entre les branches distales des artères cérébelleuses [66] 

 

 

3.2. Imagerie 

L’évaluation en imagerie de la circulation collatérale demeure complexe.  

L’artériographie cérébrale est considérée comme étant la méthode de référence, mais cet 

examen reste soumis à des variations inter-observateurs notables. De plus, il n’existe pas 

encore de score d’évaluation ayant fait consensus [68,69]. Ces données angiographiques 

trouvent une application directe lors de certaines procédures endovasculaires (tests 

d’occlusion avant sacrifice d’une artère intracrânienne proximale), mais leur utilisation 

pratique dans l’infarctus cérébral aigu reste à préciser.  

L’angioscanner ou l’IRM (séquences en temps de vol après injection de chélates de 

gadolinium) peuvent être informatives pour les occlusions proximales de la carotide 

intracrânienne ou de l’ACM, mais restent peu utiles pour des occlusions plus distales. 

Certains aspects sémiologiques en IRM indiquent la présence de branches collatérales 
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(hypersignal vasculaire en FLAIR, visibilité anormale des artères leptoméningées en T2*, 

analyse visuelle des images dynamiques natives de la séquence de perfusion), mais ne 

permettent pas une quantification aisée [70]; [71]).  

 

 

4. Le facteur temps : durée de la pénombre ischémique 

La durée de l’ischémie est un des principaux facteurs déterminant le recrutement de la 

pénombre dans l’infarctus, la taille de la lésion finale et la sévérité du handicap 

neurologique. Des interactions complexes entre le temps, l’hémodynamique locale (sévérité 

de l’ischémie; compensation par la circulation collatérale), les facteurs tissulaires 

(susceptibilité locale à l’ischémie, dépendant de facteurs métaboliques, vasculaires, 

génétiques) et d’éventuelles thérapeutiques (reperfusion, traitements neuroprotecteurs), 

conditionnent la viabilité tissulaire au sein de la pénombre [72]. Quelque soit le marqueur 

considéré, tout seuil de viabilité est nécessairement temps-dépendant. Deux principales 

approches permettent d’évaluer l’influence du temps sur l’évolution de la pénombre 

ischémique: (i) les études thérapeutiques, qui mettent en relation l’impact de divers 

traitements et le délai entre leur administration et l’induction de l’ischémie ; (ii) l’imagerie in 

vivo, qui permet le suivi longitudinal des marqueurs de la pénombre.  

Peu d’études thérapeutiques permettent d’estimer l’évolution de la pénombre chez les 

patients victimes d’un infarctus cérébral. La recanalisation artérielle n’a pas été évaluée dans 

les principaux essais cliniques de thrombolyse intraveineuse ; de ce fait, la durée de 

l’ischémie n’est pas précisable dans ces études. Cependant, le caractère temps-dépendant 

de la réponse clinique à la thrombolyse intraveineuse a été clairement démontré, le bénéfice 

du traitement devenant non significatif pour une administration au-delà de 4h30 après le 

début des symptômes [73]. 
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I.   Stratégies médicamenteuses. 

 

1/ La reperfusion : Thrombolyse intraveineuse 

Le seul traitement aigu autorisé de l’AVC ischémique est la thrombolyse par l’activateur 

tissulaire du plasminogène recombinant (rt-PA). Le t-PA est une sérine protéase sécrétée de 

manière physiologique par les cellules endothéliales et cérébrales (neurones, 

oligodendrocytes. 

En 1996, l’activateur du plasminogène tissulaire (rt-PA) a été approuvé comme traitement 

de l’infarctus cérébral dans les trois heures suivant le début des symptômes par la Food and 

Drug Administration américaine, s’appuyant sur les résultats de l’étude princeps du NINDS 

(The National Institute of Neurological Disorders and Stroke rt-PA Stroke Study Group, 1995). 

En terme d’amplitude de l’effet, 8-9 patients doivent être traités pour obtenir un score de 

Rankin modifié entre 0-1 à 3 mois d’évolution (guérison) ; pour une amélioration ≥1 point 

sur la même échelle, 3 patients doivent être traités [74]. Plus récemment, l’étude ECASS 3 a 

démontré un effet bénéfique du rt-PA jusqu’à 4h30 après le début des symptômes [75].  

Même si ces études confirment l’intérêt de la thrombolyse intraveineuse dans le traitement 

de l’accident vasculaire cérébral, l’accès à ce traitement reste limité. Ce traitement est 

actuellement limité aux patients de moins de 80 ans, dont le début des symptômes est 

apparu moins de 3h avant la prise en charge. Une métanalyse de 11 études traitant de la 

thrombolyse (3977 patients) a montré que le traitement est associé à une augmentation 

significative de la survie sans handicap, malgré une augmentation des hémorragies intra 

cérébrales précoces et fatales de 3%. Cette revue a également suggéré l’intérêt du 

traitement dans les 6h suivants le début des symptômes [76].  

Une étude randomisée IST-3 (The third International Stroke Trial), publiée en 2012 dans The 

Lancet, confirme l’intérêt sur le résultat fonctionnel à 6 mois chez les patients ayant 

bénéficié du traitement administré dans les 6h après le début de l’ischémie, même chez les 

patients âgés de plus de 80 ans [77].  Ce résultat est constaté même si l’administration du 

traitement thrombolytique occasionne un risque de décès précoce plus important (P<0.001).  

Wardlaw et al suggèrent les mêmes résultats [78], repoussant les limites du traitements 

notamment chez les patients âgés de plus de 80 ans.  

Les limites de ce traitement concernent :  

 Faible éligibilité au traitement 
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Actuellement, seulement 2-5% des patients reçoivent ce traitement [79,80]. Les facteurs 

contribuant à ce faible usage sont multiples : niveau d’information insuffisant de la 

population et des médecins, insuffisance de moyens (structures spécialisées, système de 

transport rapide), crainte excessive des complications liées au traitement [81]. Tous ces 

facteurs expliquent que la grande majorité des patients ne parvient pas à temps dans une 

structure spécialisée. De plus, on estime que 25% des patients ont un horaire de début 

inconnu (déficit constaté au réveil, aphasie), et sont donc habituellement exclus de la 

thrombolyse [82]. 

 

 Faible efficacité sur les occlusions proximales 

Le rt-PA intraveineux est le plus souvent mis en échec pour les occlusions des gros troncs 

intracrâniens [83,84,85]. Les études angiographiques ont montré qu’une heure après le 

bolus de rt-PA, moins de 10% des occlusions de l’artère carotide interne intracrânienne, 

moins du tiers des occlusions du segment M1 de l’artère cérébrale moyenne et moins de 

45% des occlusions M2 présentaient une recanalisation [83,84]. Ces localisations sont 

pourtant responsables de la majorité du handicap lourd lié aux infarctus cérébraux. 

 

 Hématome cérébral 

La thrombolyse intraveineuse comporte un risque d’hématome intracérébral grave 

d’environ 6-7% (The National Institute of Neurological Disorders and Stroke rt-PA Stroke 

Study Group, 1995 [86,87]. La crainte de cette complication est un des principaux facteurs 

limitant la prescription du rt-PA [88].  

 

2/ Traitements intra artériels 

Des agents thrombolytiques plus spécifiques de la fibrine, tels que la desmoteplase ou la 

ténecteplase, pourraient avoir un moindre risque d’hémorragie cérébrale [89,90]. 

La faible efficacité de la thrombolyse intraveineuse pour les occlusions proximales a relancé 

le développement des stratégies intra-artérielles. Toutefois, à ce jour, une seule étude de 

phase III est disponible: PROACT 2 a inclus 180 patients avec une occlusion du segment M1 

ou M2 de l’artère cérébrale moyenne, dans les 6 heures suivant le début des symptômes 

[91]. La pro-urokinase in situ a permis une recanalisation dans 66% des cas (vs 18% dans le 

groupe héparine IV, p<0.001), avec une amélioration clinique significative à 3 mois (6-7 
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patients à traiter pour obtenir un score de Rankin modifié entre 0-2). Aucune étude similaire 

de thrombolyse in situ avec le rt-PA ou un autre thrombolytique n’a vu le jour. 

 

3/ Autres stratégies : les inhibiteurs du TAFI 

Les stratégies inhibitant l’activation du TAFI apparaissent comme des possibilités 

thérapeutiques potentialisant la fibrinolyse et ouvrent de nouvelles voies thérapeutiques.  

Cette approche thérapeutique est uniquement expérimentale. Plusieurs études, en 

particulier pharmacologiques, étudient les possibilités de préparer un agent inhibiteur du 

TAFI, potentialisant la lyse des caillots in vitro [92,93]. Peu d’études ont été publiées sur des 

modéles animaux et à notre connaissance, et une seule publication démontre l’effet 

significatif pro fibrinolytique d’un anticorps monoclonal inhibiteur du TAFI au niveau 

pulmonaire dans un modèle murin thrombo embolique [94].   

Certaines métalloprotéinases (MMPs) participant à l’inhibition du TAFI semblent montrer 

une potentialisation de la réduction de la taille des lésions ischémiques et de la reperfusion 

cérébrale, dans un modèle thrombo embolique murin [24] et confirmer leurs effets 

profibrinolytiques.  

 

 

 

II.  Stratégies mécaniques 

1/ Méthodes endovasculaires 

Cette dernière décennie a connu le développement de plusieurs dispositifs de 

thrombectomie, avalisés par la FDA ainsi que la Communauté Européenne sur la base 

d’études de phase II [95,96,97]. Bien que ces séries ouvertes, non contrôlées, ne permettent 

pas de conclure sur l’intérêt ou les indications de ces techniques, elles apportent quelques 

éléments descriptifs. Ces dispositifs semblent plus efficaces que la thrombolyse 

intraveineuse pour recanaliser les occlusions proximales (50 à 90% des cas); les 

complications hémorragiques semblent plus fréquentes (10%). Ces approches 

endovasculaires occasionnent un délai intra-hospitalier bien plus long que pour la 

thrombolyse intraveineuse. Des stratégies de “bridging”, où la thrombolyse IV est 

immédiatement suivie d’une procédure intra-artérielle (thrombolyse in situ ou 

thrombectomie) en cas d’occlusion persistante, ont ainsi été explorées dans des essais de 
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phase II [98,99], et sont en cours d’évaluation dans des essais de phase III [100]. Leur mise 

en place requiert une interaction pluridisciplinaire très organisée, qu’une minorité de 

centres peut proposer à l’heure actuelle. 

 

2/ La sonothrombolyse 

La sonothrombolyse pourrait être une méthode simple d’augmenter le taux de 

recanalisation [101]. 

 

III.  Choix de la stratégie 

L’imagerie multimodale, en particulier l’IRM, en permettant de mieux comprendre la 

physiopathologie propre à chaque patient, est susceptible d’améliorer l’éligibilité et la 

sécurité des traitements de reperfusion. 

 

1/ Sélection des patients sur la base d’une imagerie de la pénombre 

Les patients pouvant bénéficier d’une reperfusion sont ceux disposant encore d’une 

pénombre ischémique. Fonder les décisions thérapeutiques sur l’imagerie de la pénombre 

permettrait de s’affranchir d’une fenêtre horaire rigide.  

Certains patients peuvent bénéficier d’une reperfusion après 4h30 d’évolution; d’autres, 

nombreux, ont déjà consommé leur tissu à risque au cours des 3 premières heures. L’étude 

DEFUSE, ouverte et non contrôlée, a inclus 74 patients thrombolysés entre 3 et 6 heures 

[38]. L’intérêt principal de cette étude était de contrôler précocement la reperfusion en IRM 

(2ème IRM réalisée avec un délai médian de 4h15 après le bolus de tPA). La réponse clinique 

au rt-PA était corrélée au profil IRM: seuls les patients présentant un mismatch de diffusion-

perfusion tirait un bénéfice d’une reperfusion précoce. Un profil IRM “malin” a été identifié 

post hoc: une lésion de diffusion ou de perfusion (Tmax>8s) de plus de 100 mL était 

constamment associé à une évolution défavorable. L’étude EPITHET visait à évaluer, versus 

placebo et en double aveugle, l’impact du tPA IV débuté entre 3-6 heures sur la croissance 

de la lésion ischémique entre l’admission et J90, chez les patients présentant un mismatch 

[37]. Ce critère n’atteignit pas la significativité statistique lors de l’analyse initiale. 

Cependant, une nouvelle analyse utilisant le volume de mismatch après coregistration de la 

diffusion et de la perfusion, au lieu du mismatch volumétrique, obtint des résultats positifs 

[47]. Le même groupe a montré que la réponse clinique à la thrombolyse était fortement 
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dépendante des volumes lésionnels en diffusion et perfusion, davantage qu’au volume de 

mismatch [102]. Le bénéfice du rt-PA (pour obtenir un score de Rankin modifié de 0-1 à 3 

mois) n’était plus significatif pour une lésion >25 mL en diffusion.  

Ces résultats suggèrent que l’IRM pourrait guider les indications de reperfusion, non 

seulement pour traiter des patients habituellement exclus de la thrombolyse (horaire 

inconnu), mais aussi pour identifier les patients n’ayant qu’une faible probabilité de 

répondre à la thrombolyse. 

 

2/ Estimation du risque hémorragique 

Les variables cliniques associées au risque d’hématome cérébral post-thrombolyse sont bien 

connues: âge, sévérité neurologique initiale (score NIHSS), pression artérielle élevée, 

hyperglycémie [103]. Plusieurs paramètres d’imagerie sont corrélés au risque hémorragique. 

Celui-ci augmente avec la taille des lésions en diffusion [104], ainsi qu’avec la diminution du 

coefficient apparent de diffusion [105]. L’effondrement du volume sanguin cérébral pourrait 

être le marqueur le plus prédictif de la transformation hémorragique post-thrombolyse, en 

particulier après la survenue d’une reperfusion [106,107,108]. 

 

 

IV.  Neuroprotection 

Le terme de “neuroprotection” peut désigner des composés ou des stratégies 

thérapeutiques avec des mécanismes d’action présumés très différents (tableau 1). Les 

traitements de reperfusion ont pour objectif final de préserver le tissu cérébral en 

rétablissant une perfusion adéquate, et font partie à ce titre des “neuroprotecteurs”. 

Sur le versant clinique, les essais disponibles ont largement sous-estimé l’importance de la 

reperfusion et des délais de traitement [109]. Les résultats uniformément défavorables de 

ces essais montrent qu’il est illusoire d’attendre une neuroprotection efficace en l’absence 

d’une reperfusion précoce, sans laquelle la pénombre ischémique est perdue. Les données 

expérimentales ont régulièrement montré une protection plus marquée dans les modèles 

d’occlusion transitoire que permanente. Outre la raison évidente qu’un neuroprotecteur, 

pour être actif, doit atteindre le tissu lésé, nombre de composés ciblent des processus 

intervenant essentiellement lors de la reperfusion. La qualité insuffisante de la majorité des 

études expérimentales est reconnue. Une part cruciale de ces limites relève des problèmes 
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intrinsèques aux différents modèles animaux disponibles. La variabilité des volumes 

d’infarctus constitue une des principales difficultés. D’autre part, la méthodologie des 

travaux expérimentaux, notamment au niveau statistique, reste en deçà de la qualité 

attendue dans les essais thérapeutiques cliniques [110].  
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I. Principes généraux  

Comprendre la physiopathologie des lésions ischémiques et promouvoir les thérapies en 

cours de développement sont un challenge important. Les modèles animaux reproduisant 

les différents mécanismes de l’accident vasculaire cérébral apparaissent comme 

incontournables pour évaluer les stratégies thérapeutiques.  Un grand nombre de modèles 

animaux d'AVC ont été élaborés et sont actuellement utilisés dans les laboratoires du monde 

entier. Ces modèles sont largement étudiés et reproductibles, de même que les approches 

pour mesurer la taille de l'infarctus et le résultat fonctionnel. 

 

La simplification est le premier principe d’un modèle animal. En pratique clinique, l’ischémie 

cérébrale présente une grande hétérogénéité. Cette variabilité considérable constitue un 

frein à l’évaluation statistique au cours des essais cliniques thérapeutiques, qui demeurent 

coûteuses en effectifs, longues et difficiles à réaliser. Un modèle animal unique ne saurait 

donc convenir à toutes les situations cliniques; 80% des accidents vasculaires cérébraux 

humains sont d'origine ischémique [111]. Les modèles sont utilisés pour étudier les 

mécanismes impliqués dans l'évolution de la lésion ischémique qui, à son tour, peut 

conduire au développement de nouvelles stratégies thérapeutiques pour les accidents 

vasculaires cérébraux. Ces mêmes modèles animaux peuvent ensuite être utilisés pour 

tester l'innocuité et l'efficacité de ces traitements in vivo. 

La plupart des accidents ischémiques cérébraux humains sont causés par l'occlusion de 

l'artère cérébrale moyenne (MCA)  [83] et ainsi des modèles animaux ont été développés 

pour induire l'ischémie dans ce territoire artériel. Ces modèles visent à satisfaire les critères 

suivants: (1) imiter les modifications physiopathologiques observés dans l’AVC humain, (2) 

créer des lésions reproductibles, (3) utiliser des procédures qui sont relativement simples et 

non invasives, (4) être de faible coût financier, et (5) permettre la surveillance des 

paramètres physiologiques et l'analyse du tissu cérébral [112]. 

De nombreuses espèces animales évoluées remplissent les critères de modélisation de 

l’ischémie cérébrale suscités, mais les rongeurs sont les animaux les plus couramment 

utilisés pour plusieurs raisons, notamment: (1) leur ressemblance avec les humains dans leur 

anatomie cérébrale et la physiologie, (2) leur petite taille qui permet une analyse facile de la 

physiologie et du tissu cérébral, (3) leur faible coût, (4) la remarquable homogénéité 
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génétique au sein des souches, et (5) l’acceptabilité éthique de leur utilisation par rapport 

aux grands animaux [113,114].  

 

II. Modèles d’ischémie permanente et transitoire 

Les modèles d'ischémie cérébrales focales peuvent être classés en deux groupes: modèles 

d'ischémie permanents et transitoires. L'ischémie permanente provoque une lésion 

ischémique sévère entourée par une zone de tissu moins endommagée. La reperfusion 

cérébrale ne réduit pas la taille des lésions [114]. 

L’ischémie focale transitoire produit des tailles variables de lésion ischémique en fonction de 

la durée de l'ischémie. Chez le rat, seulement 8 minutes d'ischémie provoquent une nécrose 

neuronale sélective et l'ischémie pendant plus de 30 minutes est toujours associée à un 

infarctus constitué [115]. De plus, après une ischémie transitoire, les lésions cérébrales 

finales résultent à la fois de l'ischémie et des effets de la reperfusion. Par rapport à une 

occlusion permanente, qui est un mécanisme peu fréquent chez l’homme, les modèles 

transitoires permettent une meilleure approche pour l’étude de la thrombolyse induite par 

une thérapie, la thrombolyse spontanée ou l’accident ischémique transitoire [116,117].  

 

III. Modèles d’ischémie cérébrale focale 

Cette revue a été rédigée d’après Durukan et Tatlisumak [116,118,119], Liu et al. [120] et 

Sicard et al [114]. 

 

1/ Modèles emboliques 

1.1. Modèles thrombo-emboliques 

Bien que l'ischémie thromboembolique puisse être induite par une approche 

photochimique, le modèle thromboembolique le plus couramment utilisé est celui réalisé 

par l'injection d'un caillot de sang, d'abord décrit chez le chien par Hill et al., et appliqué plus 

tard chez le rat [121,122,123]. Ce modèle est d'un grand intérêt pour les chercheurs en 

raison de sa ressemblance avec l’AVC ischémique humain et son utilité dans l'évaluation des 

thérapies thrombolytiques et/ ou neuroprotectrices [124,125].  
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C’est d’ailleurs dans un modèle embolique chez le lapin que l’efficacité de la thrombolyse 

intraveineuse par l’activateur tissulaire du plasminogène a été établie [126]. Ce type 

d’approche pourrait aussi constituer un modèle de transformation hémorragique après 

thrombolyse [127].  

 En pratique, les modèles thrombo-emboliques impliquent l’injection de thrombi, en général 

autologues, dans les vaisseaux extracrâniens à destinée encéphalique. Il s’agissait dans les 

premiers travaux de caillots humains ou de caillots autologues préparés en suspension.  

Plusieurs inconvénients sont communs aux modèles thromboemboliques, telles que 

l'infarctus diffus et non homogène dans le territoire de l’artère cérébrale moyenne avec une 

« pluie » d’emboles dans les branches périphériques [123]. En outre, une recanalisation 

spontanée est fréquemment constatée, ce qui rend difficile l'étude des thérapies 

thrombolytiques [128]. La taille des infarctus est variable, avec une souffrance parfois 

controlatérale et l'ischémie provoquée par de multiples petits caillots n’imite pas 

parfaitement l’AVC ischémique clinique typique. Plus tard, il a été déterminé que la taille 

(longueur et diamètre) et les caractéristiques biologiques du caillot (riche en fibrine) sont 

cruciaux pour la pertinence et la reproductibilité de ce modèle[128]. 

Busch et al ont développé un modèle de rat qui surmonte les problèmes cités ci dessus dans 

lequel un seul caillot autologue riche en fibrine a été injecté pour produire une occlusion 

fiable de l’artère cérébrale moyenne proximale, avec une réduction constante du débit 

sanguin cérébral (CBF) et des dommages histologiques sur le territoire de l’artère cérébrale 

moyenne constatés [129]. Dans ce modèle, aucune reperfusion spontanée n’a été observée 

et, dans des expériences séparées, des thérapies thrombolytiques avec le rt-PA ou la 

prourokinase ont pu être testées [129,130]. Récemment, Henninger et al ont caractérisé ce 

modèle embolique en association avec l’IRM multimodale [131]. 

Toutefois, ces modèles semblent présenter une plus grande variabilité des volumes 

d’infarctus par rapport aux méthodes d’OACM par filament intraluminal [132].  

 

Nous avons choisi de réaliser notre étude à partir d’un modèle thrombo embolique murin, 

décrit récemment par Orset et al en 2007 [133]. Une microinjection in situ de thrombine 

purifiée est utilisée pour induire la formation d’un caillot local dans la bifurcation de l’artère 

cérébrale moyenne chez une souris anesthésiée.  
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Très peu d’études ont été réalisées à partir de ce modèle [127,134,135,136]. Celui-ci suggère 

un taux important de reperfusion spontanée [135] à près de 38%, confirmée par une IRM 

multimodale.   

Ce modèle permet également d’étudier la transformation hémorragique après le traitement 

thrombolytique classique [127]. 

 

 

1.2. Emboles synthétiques 

De nombreux matériaux ont été utilisés pour produire des embolies artificielles qui sont 

généralement injectés dans l’artère carotide interne, le plus souvent chez le rat [137]. 

L'embolisation par des microsphères est le modèle le plus utilisé, avec la sévérité des lésions 

ischémiques liée au nombre d'emboles utilisé [138]. Les lésions nécessitent plus de temps à 

se développer (24 heures en moyenne) que dans les modèles intraluminaux, permettant une 

fenêtre thérapeutique plus large pour l’étude  des drogues thérapeutiques. Toutefois, la 

permanence de l'ischémie ne simule pas la plupart des situations cliniques qui limite 

l'applicabilité de ces modèles. En outre, les lésions sont multifocales et ont une faible 

reproductibilité, même si les modèles utilisant des macrosphères ont donné lieu à des 
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infarctus plus reproductibles en augmentant le diamètre des sphères et en diminuant leur 

nombre [139]. 

 

2/ Modèles mécaniques 

De nombreuses techniques ont été développées pour aborder chirurgicalement et obstruer 

l’artère cérébrale moyenne, le rat étant l'espèce la plus largement utilisée [118]. L’abord 

chirurgical trans orbital est le moins traumatisant et, par rapport aux procédures nécessitant 

une craniotomie, entraîne moins de perte de sang et d’artéfacts [114]. L’électrocoagulation 

donne des occlusions permanentes de l’artère cérébrale moyenne, tandis que les clippings 

ou les ligatures permettent une reperfusion [140]. L’occlusion de l’artère cérébrale moyenne 

peut survenir également suite à une hypotension transitoire [141]. 

 

2.1. Occlusion de l’artère cérébrale moyenne (OACM) par un monofilament intraluminal 

Ce modèle, initialement décrit par Koizumi et al. chez le rat [142], demeure l’un des plus 

utilisé. Il consiste à introduire un monofilament de nylon via la carotide commune [142] ou 

externe [143], pour occlure l’artère cérébrale moyenne (ACM) à sa naissance (figure 11). 

L’OACM peut être permanente ou transitoire, par retrait du fil. Un infarctus cortico-striatal 

est typiquement obtenu pour des durées d’occlusion de 60 minutes ou plus: il s’agit bien 

d’un modèle d’infarctus étendu de l’ACM (figure 12). Ces modèles intravasculaires 

n’impliquent pas de traumatisme crânien direct, et s’avèrent relativement aisés à mettre en 

oeuvre. Ils ont par la suite été adaptés chez la souris [144] et le lapin [145]. 

Bien que considéré comme un des modèles les plus reproductibles, la variabilité des volumes 

d’infarctus demeure une importante limitation, en particulier pour les études 

thérapeutiques. Le principal facteur de variabilité concerne les caractéristiques physiques du 

monofilament, qui conditionnent les taux d’occlusion incomplète et de complication 

(perforation artérielle et hémorragie sous-arachnoïdienne). Plusieurs types de finition ont 

ainsi été proposés pour les filaments: extrémité arrondie par une flamme, coating de 

l’extrémité par divers composés (poly-L-lysine, méthyl méthacrylate, résine, vernis à ongles, 

“caoutchouc” de silicone). Actuellement, le traitement par caoutchouc de silicone semble 

fournir la meilleure reproductibilité pour la taille de l’infarctus (déviation standard: 5-30% de 

la moyenne), tout en minimisant le risque d’hémorragie sous-arachnoïdienne [146,147]. Le 
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doppler laser transcrânien, détectant la microcirculation corticale, permet de vérifier en 

temps réel la qualité de l’occlusion sylvienne (baisse d’au moins 50-75% du signal de base) 

ainsi que la reperfusion [147,148]. 

 

Figure 11: modèle d’OACM par monofilament intraluminal (d’après Durukan, 2009). 

 

Figure 12: modèle d’OACM par filament intraluminal; IRM: séquence T2 [149]. 
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Ce modèle induit dans environ 12% des cas une hémorragie sous-arachnoïdienne, 

responsable d’une réduction bilatérale du débit sanguin cérébral [147]. En outre, l’occlusion 

des branches de l’artère carotide externe, nécessaire dans ce modèle, provoque des troubles 

de la mastication et un amaigrissement. Bien que sans influence directe sur le volume de 

l’infarctus, l’ischémie des muscles du territoire carotide externe est associée à une 

dégradation des performances motrices [150]. Enfin, l’hyperthermie spontanée par lésion 

hypothalamique est un autre inconvénient de ces modèles, pouvant aggraver l’extension des 

lésions ischémiques et biaiser l’interprétation des études thérapeutiques [151]. La longueur 

du coating du filament et la durée de l’ischémie influencent la survenue de cette 

complication. 

 

 

2.2  OACM par un abord chirurgical direct 

L’abord chirurgical direct a été l’une des premières méthodes d’occlusion de l’artère 

cérébrale moyenne, et a été utilisé dans plusieurs espèces animales: primates [152,153], 

chat [154], chien [155], lapin [156] et rongeurs [113]. Différentes voies d’abord sont 

disponibles (transcrânienne, transorbitaire ou rétro-orbitaire), ainsi que plusieurs techniques 

d’occlusion artérielle (électrocoagulation avec ou sans traction de l’artère, ligature, clipping, 

ces deux dernières méthodes autorisant des occlusions transitoires). Le rat demeure l’espèce 

la plus fréquemment employée pour des raisons évidentes de coût et d’acceptabilité éthique 

[157,158]. Le modèle de Tamura et ses variantes représentent la méthode la plus 

fréquemment utilisée [158]. L’abord sous-temporal permet une occlusion proximale de 

l’ACM et l’obtention d’un infarctus cortico-striatal, à condition que l’OACM soit proximale au 

tractus olfactif et étendue jusqu’à la veine cérébrale interne [159]. 

Tout comme les modèles d’OACM par filament intraluminal, celui de Tamura présente une 

variabilité des volumes lésionnels et un taux d’échec non négligeables. Plusieurs variantes 

méthodologiques ont été proposées afin d’améliorer la reproductibilité des lésions: 

hypotension concomitante, occlusion bilatérale transitoire des carotides communes [141]. 

Malgré les adaptations techniques, toutes ces méthodes impliquent un traumatisme crânien 
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et cérébral de sévérité variable (lésions mécaniques et thermiques lors de la craniectomie et 

de l’électrocoagulation). La maîtrise chirurgicale de ces modèles demeure plus complexe que 

celle du filament intraluminal, en particulier pour l’obtention d’une ischémie transitoire. 

 

 

3/ Autres modèles 

3.1. Photothrombose 

Ce modèle induit un infarctus cortical par injection systémique d'un colorant photo-actif en 

combinaison avec l'irradiation par un faisceau lumineux transmis à travers le crâne  [160]. 

Les dommages oxydatifs à l'endothélium causés par le colorant modifié conduit à 

l'agrégation des plaquettes dans la zone irradiée [161]. Ce modèle est utilisé principalement 

chez les rats spontanément hypertendus [162]. Un inconvénient de ce modèle est que 

l'œdème vasogénique et la rupture de la barrière hémato-encéphalique survient dans les 

minutes suivant le début de la lésion et ne permettent pas le passage par une phase de 

pénombre - donc, ce modèle a été considéré par beaucoup comme inapproprié pour les 

études pharmacologiques précliniques [162]. Toutefois, un nouveau modèle permet de 

s'affranchir de cette limitation et induit une ischémie avec un passage par un temps de 

pénombre [163]. Ceci, combiné avec la capacité d'induire de façon non invasive et 

reproductible un infarctus dans n'importe quel territoire cortical, sont des avantages 

évidents du modèle d'infarctus photochimique. Un inconvénient majeur est les 

caractéristiques atypiques de la lésion (lésion vasculaire importante et œdème vasogénique 

précoce) qui sont peu typiques dans  l’AVC humain [118]. 

 

3.2. OACM par l’endothéline 1 

L'endothéline-1 (ET-1) est un peptide naturel qui provoque une vasoconstriction et plusieurs 

modèles l’utilisent comme un agent pour induire une ischémie sylvienne [118]. Les 

approches invasives ont été largement remplacées par l’injection intracérébrale en 

conditions stéréotaxiques d'ET-1 au contact de l’artère cérébrale moyenne, ce qui permet 

d'éviter les complications de la chirurgie [164]. Lorsque l'ET-1 est appliqué sur l’artère 

cérébrale moyenne, il ya une diminution significative du débit sanguin cérébral (CBF) sur son 

territoire, ce qui propose un modèle de lésion ischémique similaire à celui d’une occlusion 

de l’artère cérébrale moyenne chirurgicale directe [165]. Ce modèle peut être utile dans les 
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études de certains axes thérapeutiques. Notamment, après une période d’environ 20 

minutes de réduction du CBF de façon sévère, il y a un retour lent et progressif de la 

circulation sanguine à la normale [165].  

 

 

IV. Paramètres physiologiques  

1/ Température 

L’hypothermie comme l’hyperthermie sont susceptibles d’affecter la taille lésionnelle. L’effet 

neuroprotecteur d’une hypothermie modérée (33°C) a été démontré dans des modèles 

d’ischémie focale [166,167]. Cette neuroprotection semble secondaire à une réduction de 

l’activité métabolique [168] et à une diminution de la transmission glutamatergique [169]. 

Au contraire, une hyperthermie, même modérée, aggrave les lésions ischémiques [170]. Au 

delà de 60 minutes, les occlusions de l’ACM induisent chez le rat des lésions 

hypothalamiques [171,172], responsables d’une hyperthermie persistant au moins 24 

heures. Cet effet initialement méconnu a faussé l’interprétation de certaines études de 

neuroprotection. Ainsi, il est désormais établi que l’effet neuroprotecteur du MK-801 repose 

sur ses propriétés hypothermiantes et non sur l’antagonisme de l’excitotoxicité médiée par 

les récepteurs NMDA [173]. Chez la souris, au contraire, l’occlusion de l’ACM provoque une 

hypothermie [174]. Une atteinte hypothalamique est observée comme chez le rat, mais le 

rapport surface/volume corporel élevé de la souris induit une hypothermie après la 

chirurgie. Il est donc crucial de maintenir une température stable durant toute la durée de 

l’expérimentation afin de disposer de données interprétables. Les tapis chauffants avec 

rétrocontrôle via une sonde rectale représentent une solution simple, fréquemment 

employée durant la chirurgie. Le contrôle thermique en période post-opératoire est tout 

aussi crucial, et repose habituellement sur un incubateur thermorégulé entre 28-32°C. 

 

2/ Glycémie 

Bien que l’hyperglycémie soit associée avec une évolution défavorable dans nombre 

d’études cliniques [175,176,177,178], les données expérimentales demeurent discordantes. 

L’hyperglycémie pourrait être délétère [144,179], protectrice [180] ou sans impact sur le 

volume lésionnel [181]. Une revue récente a souligné la méthodologie criticable des études 

expérimentales disponibles, qui ont pour la plupart utilisé un modèle de diabète induit à la 
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streptozotocine ou des doses supraphysiologiques de glucose  [182]. Toutefois, la plupart 

des équipes utilisent des animaux à jeun et surveillent la glycémie afin de limiter cette 

source potentielle de variabilité. 

 

3/ Gaz du sang et pression artérielle 

En condition normale, lorsque la pression artérielle systémique moyenne chute sous 70- 80 

mmHg chez le rat (50-60 mmHg chez l’humain), la pression de perfusion cérébrale ne peut 

plus être maintenue. La perte de l’autorégulation cérébrale en condition ischémique rend 

cet équilibre d’autant plus précaire, et impose un strict contrôle de la pression partielle en 

O2 et CO2 ainsi que de la pression artérielle systémique. 

 

V.  Méthodes d’anesthésie et d’analgésie 

L’anesthésie et l’analgésie sont des étapes indispensables pour la majorité des modèles 

d’ischémie cérébrale. La plupart des anesthésiques couramment utilisés en expérimentation 

animale ont des propriétés neuroprotectrices [183]: isoflurane, sévoflurane, desflurane, 

halothane, xénon, protoxyde d’azote, barbituriques, propofol, kétamine et lidocaïne. 

L’utilisation d’animaux témoins permet de contrôler d’éventuels biais liés à l’anesthésie. 

Cependant, certaines situations spécifiques sont à connaître. La plupart des anesthésiques 

potentialisent la transmission GABAergique (récepteurs à l’acide α-aminobutyrique de type 

A). Les agents volatils sont des antagonistes des récepteurs au N-méthyl-D-aspartate 

(NMDA) et à l’acide amino-3- hydroxy-5-méthyl-4-isoxazol-propionique (AMPA). Il 

conviendra donc d’adapter la méthode d’anesthésie pour les études ciblant la 

neurotransmission. La xylazine, souvent associée à la kétamine, est un agoniste α2-

adrénergique induisant une hyperglycémie pouvant atteindre 15.9 mM à l’induction [184]. 

L’isoflurane et l’halothane, deux anesthésiques gazeux d’utilisation courante, peuvent aussi 

induire une hyperglycémie. Cette interaction sera à prendre en compte pour les protocoles 

impliquant une manipulation de la glycémie. En général, les anesthésies gazeuses sont 

réalisées en respiration spontanée, par l’inhalation d’un mélange d’oxygène et d’halogénés 

(isoflurane ou halothane). Le pourcentage d’anesthésiant gazeux du mélange inhalé par 

masque est en général adapté à la fréquence respiratoire de l’animal ou à la mesure de 

pression partielle artérielle en O2. L’anesthésie gazeuse sur animal intubé et ventilé est la 

procédure permettant le meilleur contrôle des paramètres hémodynamiques, une 
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diminution de la variabilité lésionnelle ainsi que de la mortalité post-ischémie [185]. Il s’agit 

néanmoins d’une procédure expérimentale lourde et coûteuse, finalement peu utilisée, y 

compris dans les modèles d’ischémie focale chez le rat [186]. 

 

VI. Critères d’évaluation 

Deux principaux types de mesures sont utilisés afin d’évaluer l’impact d’une ischémie 

cérébrale expérimentale: le volume de l’infarctus et les tests fonctionnels. 

 

1/  Mesure de l’infarctus et expression des volumes lésionnels 

Dans les modèles d'ischémie focale, le principal critère pour mesurer l’impact d’une ischémie 

cérébrale expérimentale a été la mesure du volume de l'infarctus, traditionnellement 

mesurée par l'histologie quantitative. Parmi un certain nombre de méthodes 

histopathologiques, le chlorure de 2,3,5-triphényltétrazolium (TTC) et la coloration par 

hématoxyline-éosine (H & E) sont les deux plus couramment employées. Le TTC peut être 

utilisé pour colorer les tissus beaucoup plus rapidement, facilement et à moindre coût que 

l’H & E [187]. Le TTC est un composé chimique incolore qui est intégré par les enzymes 

mitochondriales en un composé qui tâche les régions cérébrales normales en rouge foncé, 

tandis que les régions lésées restent blanches. Des études montrent que la coloration par le 

TTC est fiable entre 6 et 72 heures après l'ischémie [118]. Avant 6 heures, le nombre de 

mitochondries endommagées est insuffisant pour créer un contraste entre le tissu normal et 

un infarctus, et après 72 heures la réponse inflammatoire physiopathologique obscurcit 

souvent la ligne de démarcation entre la périphérie et la zone endommagée [118]. 

 

Malgré ces techniques de coloration, les infarctus ont parfois des formes complexes avec des 

limites parfois indistinctes, ce qui rend difficile la mesure des volumes. De nombreuses 

méthodes ont été développées pour faire face à ces complexités, chacune avec leurs propres 

avantages et inconvénients. Peut-être l'une des considérations les plus importantes à tenir 

en compte  dans le volume de l’infarctus est l'effet de l'œdème vasogénique. L’œdème, dans 

le modèle d’ischémie MCAO chez le rat, représente généralement 20-30% du volume de 

l'infarctus apparent [188]. Une évaluation séparée du volume de l'infarctus entre le volume 

«corrigé» (qui représente l’œdème) et le volume "non corrigé" (qui ne tient pas compte de 
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l'œdème) est importante en raison de la possibilité que certaines interventions puissent 

réduire l'œdème mais pas sauver le tissu cérébral et vice-versa [118]. 

 

2/ Evaluation neurologique 

Beaucoup de déficits neurologiques sont difficiles à évaluer chez les animaux. Les déficits 

moteurs sont peut-être les plus faciles à quantifier et de simples tests de la fonction motrice 

sont disponibles pour les modèles de rongeurs [159]. Les tests neurologiques qui permettent 

d'évaluer la fonction sensori-motrice comprennent le placement du membre, la marche en 

équilibre, le test de l’étiquette autocollant, la marche sur la grille [189]. Un certain nombre 

de tests cognitifs examinant l'apprentissage et la mémoire à court terme sont disponibles 

pour les rats, y compris le labyrinthe d'eau de Morris [190]. L’évaluation neurologique 

associée à des volumes histologiques est de plus en plus exigée dans l’étude de l’impact des 

thérapeutiques neuroprotectrices, dont l'efficacité peut être traduite par des changements 

structurels et chimiques subtils plutôt que des changements dans le volume de l'infarctus du 

brut [191]. Cette affirmation est corroborée par le fait que les données animales suggèrent 

une faible corrélation entre la réduction de la taille de l'infarctus avec les déficits 

neurologiques ou comportementaux [118]. Il est aussi important de prolonger la période des 

tests neurologiques pendant au moins 1 mois après l'ischémie dans les études animales, 

conformément aux recommandations du Comité de STAIR [117]. Toutefois, cela peut être 

difficile à mettre en œuvre étant donné que le temps de survie est limité à environ 48 heures 

dans de nombreux modèles animaux [192].  

 

VII. L’évaluation in vivo par IRM 

Malgré l’homogénéisation recherchée dans les modèles d’ischémie focale, une variabilité 

significative des volumes lésionnels est observée. L’imagerie par résonance magnétique rend 

possible le suivi longitudinal, in vivo, d’animaux individuels, et pourrait ainsi permettre de 

réduire les effectifs requis pour une étude thérapeutique. Ce concept, impliquant une 

sélection des sujets étudiés, a d’ores et déjà été introduit dans des essais cliniques [193]. La 

plupart des techniques IRM utilisées en pratique clinique ont été développées, et sont 

disponibles, en IRM expérimentale du petit animal [194,195]. Par ailleurs, l’IRM a 
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récemment connu des développements majeurs en imagerie moléculaire et cellulaire, qui 

ont été abordés ailleurs [196]. 

 

1/ Imagerie de diffusion 

Les principes de l’IRM de diffusion ont été exposés précédemment (cf première partie, 

chapitre II.3.2). Les lésions visualisées en IRM de diffusion ont une topographie et une taille 

étroitement corrélées avec leur corrélat histopathologique [197,198]. L’apport essentiel de 

cette technique est de permettre une détection précoce, dès les premières minutes d’une 

occlusion artérielle, et ensuite un suivi longitudinal, des lésions ischémiques en cours de 

constitution. Les lésions visibles en IRM diffusion peuvent être réversibles de manière 

permanente ou seulement transitoire, en fonction de la durée et de la sévérité de l’ischémie. 

Plusieurs études ont illustré ce phénomène dans des modèles d’OACM transitoire chez le 

rat; la lésion de diffusion visible après 30 minutes d’ischémie disparaissait transitoirement, 

avant l’apparition secondaire d’un infarctus. Cette réversibilité transitoire n’était plus 

observée pour des durées d’ischémie excédant 30-60 minutes [115,199]. Dans le même 

modèle, l’analyse histopathologique a révélé des lésions échappant à l’IRM après une OACM 

transitoire de 10 minutes [200]. 

 

2/ Imagerie de perfusion 

Deux principales techniques sont disponibles pour évaluer la perfusion cérébrale: le 

contraste dynamique de susceptibilité magnétique (Dynamic Susceptibility Contrast, 

DSC) et le marquage de spins artériels (Arterial Spin Labeling, ASL) [201]. Le DSC repose sur 

l’analyse de la cinétique du 1er passage d’un bolus intraveineux d’un agent de contraste 

(chélate de gadolinium ou particules d’oxyde de fer recouvertes de dextran). Une séquence 

T2* en écho-planar est typiquement utilisée pour l’acquisition rapide des images. Le post-

traitement de ces données dynamiques peut fournir des valeurs relatives, en utilisant une 

fonction gamma pour obtenir un “fit” de la courbe expérimentale: Equation (1): où A 

 

L’obtention de valeurs quantitatives, pouvant permettre des comparaisons interindividuelles 

ou intraindividuelles (sur des examens réalisés à des temps différents), nécessite la prise en 

compte d’une fonction d’entrée artérielle, qui sera déconvoluée avec la courbe tissulaire 

pour calculer le débit sanguin cérébral [202].  
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Cette méthode implique plusieurs approximations qui peuvent s’avérer erronées, et donc 

induire une erreur sur l’estimation du débit sanguin cérébral. La fonction d’entrée artérielle 

doit théoriquement être mesurée au plus près du volume d’intérêt; en pratique, un voxel 

unique (ou la moyenne de plusieurs voxels) est choisi sur un gros tronc artériel (e.g. sur le 

segment M1 de l’ACM) afin de limiter le phénomène de volume partiel. La dispersion et les 

éventuels retards circulatoires peuvent induire une erreur sur le calcul du CBF: un retard de 

1-2 secondes peut ainsi sous-estimer le CBF de 40% et surestimer le MTT de 60% [202]. 

Contrairement au scanner X, la relation entre l’intensité du signal en IRM et la concentration 

en agent de contraste n’est pas nécessairement linéaire, et dépend des caractéristiques du 

tissu cérébral [203]. Enfin, comme le montre l’équation (2), la détermination absolue du CBF 

implique la connaissance de la constante k, et donc de l’hématocrite local et de la densité 

locale du tissu cérébral. Bien que ces paramètres puissent varier, une valeur a priori est le 

plus souvent appliquée. En dépit de ces limitations, le DSC demeure la technique la plus 

employée en pratique clinique. L’ASL procède au marquage magnétique des spins du sang 

artériel, qui sont ainsi utilisés comme des traceurs endogènes. L’ASL a pour principal 

avantage son caractère non invasif, autorisant des mesures répétées sur une période 

prolongée [204]. 

Cette technique a confirmé une bonne corrélation avec d’autres techniques de mesure du 

CBF au cours de travaux cliniques [205] et expérimentaux [206]. L’ASL présente toutefois un 

rapport signal/bruit moindre par rapport à l’IRM de perfusion par DSC. D’autre part, la 

quantification du CBF s’avère problématique en conditions d’ischémie sévère, lorsqu’il existe 

un allongement important du MTT par rapport à la relaxation T1: la disparition de 

l’aimantation longitudinale peut être responsable d’une sous-estimation du CBF dans ces 

zones. 

 

3/ Applications expérimentales 

L’IRM de diffusion et de perfusion offre la possibilité d’un suivi longitudinal du même animal, 

et d’évaluer la dynamique de phénomènes temps-dépendant: la croissance des lésions 

ischémiques et l’évolution de la zone à risque, la survenue d’une reperfusion. Le mismatch 

de diffusion-perfusion a ainsi été documenté dans le modèle d’OACM par filament 

intraluminal chez le rat, et semble persister jusqu’à 60 minutes d’ischémie dans ce modèle 

[207]. Dans le modèle d’OACM embolique chez le rat, la thrombolyse initiée 90 minutes 
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après l’induction de l’ischémie a permis de limiter l’extension de l’infarctus, alors qu’un 

traitement plus tardif n’avait pas d’effet [208]. 

Des composés candidats en neuroprotection ont aussi été évalués en IRM. Le diméthyl 

sulfoxide (DMSO), administré par voie intraveineuse à 60 minutes d’ischémie dans un 

modèle d’OACM permanente par monofilament chez le rat, a permis de “geler” la 

progression de l’ischémie au sein du mismatch de diffusion-perfusion [209]. En revanche, 

une injection plus tardive après 2 heures d’ischémie n’avait pas permis d’arrêter l’extension 

des dommages ischémiques. L’effet protecteur de l’hyperoxie normobarique (HNB), en 

combinaison avec une thrombolyse intraveineuse, a été évalué par le même groupe. Dans 

un modèle d’OACM embolique chez le rat, l’HNB a permis de préserver la zone de mismatch 

de diffusion-perfusion pouvant être récupérée par la thrombolyse intraveineuse, débutée 3 

heures après le début de l’ischémie: la taille finale de l’infarctus présentait une réduction 

significative de 30% pour les rats thrombolysés en HNB, par rapport aux rats traités en air 

ambiant [210]. 

Ainsi, le développement de thérapeutiques innovantes visant à stabiliser la pénombre 

ischémique, et à élargir la fenêtre horaire des traitements de reperfusion, pourrait bénéficier 

d’une évaluation pilote en IRM. Ces techniques d’imagerie non invasive peuvent laisser 

espérer une meilleure maîtrise de la variabilité et de l’hétérogénéité des lésions ischémiques 

[211]. 
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PPrroobblléémmaattiiqquuee  

 

 

La thrombolyse est le traitement de référence de l’ischémie cérébrale aigue. Cependant, 

plus de la moitié des patients traités par le rt-PA (Actilyse®) restent handicapés à 3 mois et 

les effets de cette thérapeutique restent insatisfaisants : majoration du risque 

hémorragique, taux de recanalisation de l’ordre de 30 à 40%, ré-occlusion précoce (20-30%). 

Potentialiser la thrombolyse par des combinaisons de traitements apparait comme l’étape 

suivante logique, le but étant de diminuer les effets secondaires du rt-PA et d’améliorer la 

reperfusion cérébrale.  

De façon récente, les stratégies de reperfusion précoces combinant un agent 

antithrombotique et un fibrinolytique sont proposées, augmentant les taux de 

recanalisation. Le problème sera celui de diminuer le risque hémorragique secondaire.   

L’IRM multimodale de diffusion et de perfusion est utilisée de manière longitudinale 

permettant un suivi de chaque sujet qui devient aussi son propre contrôle.  

Un modèle thromboembolique murin a été choisi en raison de sa pertinence en regard de la 

situation clinique et en raison de sa physiopathologie proche de la cause principale d’AVC 

humain.  
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OOBBJJEECCTTIIFFSS  

Dans ce contexte, notre travail s’est réalisé en deux étapes :  

 

Le premier objectif a été de caractériser le modèle thrombo embolique, décrit par Orset et al 

en 2007 par une imagerie multimodale. Cette étude préliminaire a permis de caractériser la 

reperfusion cérébrale dans ce modèle, de façon dynamique et longitudinale, de déterminer 

les tailles de lésions et leur évolution.  Le principe est celui de l’injection dans l’artère 

cérébrale moyenne de la thrombine, occasionnant un caillot. Ce modèle s’approche des 

mécanismes physiopathologiques les plus fréquents constatés dans l’AVC humain.  

 

Le deuxième objectif a été d’utiliser ce modèle pour tester une molécule inhibiteur du TAFI, 

étudiée par SANOFI research, seule et en combinaison avec des doses de rt-PA plus faibles 

que celles utilisées habituellement par rapport au traitement de référence et à des groupes 

contrôles, au cours d’un partenariat avec SANOFI.  
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RRÉÉSSUULLTTAATTSS  

 

 

 

La partie Résultats est présentée sous forme d’articles publiés ou soumis  

 

 

 

 

L’étude 1 est publiée dans PLOS ONE: 

 

Durand A*, Chauveau F*, Cho TH, Bolbos R, Langlois JB, Hermitte L, Wiart M, Berthezène Y, 

Nighoghossian N. Spontaneous reperfusion after in situ thromboembolic stroke in mice. PLoS 

One. 2012;7(11):e50083. doi: 10.1371/journal.pone.0050083. Epub 2012 Nov 16 

*co-premiers auteurs 

 

 

 

L’étude 2 est soumise dans PLOS ONE (octobre 2013): 

 

Anne Durand, Fabien Chauveau, Tae-Hee Cho, Christopher Kallus, Michael Wagner, Florent 

Boutitie, Delphine Maucort-Boulch, Marlène Wiart, Yves Berthezène, Norbert 

Nighoghossian. Effects of a TAFI-Inhibitor combined with sub-optimal dose of rtPA in a 

murine thromboembolic model of stroke 
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Etude 1 

Reperfusion spontanée après une ischémie focale d’origine 

thromboembolique chez la souris. 

 

 

Contexte et état de la question 

 

Le traitement de référence de l’ischémie cérébrale aigue est le rt-PA qui permet une 

reperfusion précoce prouvée chez les patients. Cependant ce traitement n’agit pas sans 

complications ou recanalisations précoces et/ou reperfusions partielles. De nouvelles 

stratégies thérapeutiques sont donc évaluées à la fois sur la potentialisation de la 

thrombolyse, la neuroprotection et la fibrinolyse. Toutefois, malgré des résultats 

intéressants sur certains modèles d’animaux, la réponse est souvent décevante chez 

l’homme. Orset et al [133] ont proposé un modèle murin thromboembolique dont la 

physiopathologie s’approche du mécanisme humain d’AVC le plus fréquent. Le principe est 

simple : celui de l’injection in situ dans la bifurcation de l’artère cérébrale moyenne de 

thrombine qui occasionne un caillot et des emboles dans la circulation distale du territoire 

vasculaire.  

Ce modèle a parfaitement été décrit et la reperfusion constatée en électrophysiologie et 

histologie.   

Dans ce sens, le principe de ce modèle nous semblant particulièrement intéressant pour 

tester de nouvelles stratégies thérapeutiques, nous avons souhaité caractériser le modèle 

par une imagerie par résonance magnétique multiparamétrique incluant une angiographie 
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(Angiographie par Résonance Magnétique), une séquence de diffusion et une de perfusion. 

Cette étude radiologique a été initiée après l’injection de la thrombine pour documenter 

l’occlusion et la zone à risque dans ce modèle. L’intérêt de cette étude est de pouvoir 

répéter les séquences dans le temps et donc de pouvoir évaluer la cinétique de l’occlusion.  

 

Principaux résultats.  

Nous avons montré que malgré une occlusion similaire et reproductible chez tous les 

animaux et une hypoperfusion intense dans le territoire vasculaire de l’artère cérébrale 

moyenne, la moitié seulement des animaux ont présenté une lésion corticale sur les 

séquences de diffusion, pendant que l’autre moitié montrait aucune ou une très petite 

lésion. 

Cette caractérisation radiologique a permis de montrer une reperfusion spontanée  chez 

38% des animaux dans ce modèle, souvent associée à l’absence de lésion de diffusion 

précoce. Ces constatations permettent une meilleure compréhension du modèle et nous 

incitera à sélectionner les animaux susceptibles d’être inclus dans des études 

thérapeutiques, sur le concept d’un mismatch >110%, selon les critères évoqués dans l’étude 

DEFUSE.  
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Injection of thrombin into the middle cerebral artery (MCA) of mice has been proposed as a 

new model of thromboembolic stroke. The present study used sequential multiparametric 

Magnetic Resonance Imaging (MRI), including Magnetic Resonance Angiography (MRA), 

Diffusion-Weighted Imaging (DWI) and Perfusion-Weighted Imaging (PWI), to document 

MCA occlusion, PWI-DWI mismatch, and lesion development. In the first experiment, 

complete MCA occlusion and reproducible hypoperfusion were obtained in 85% of animals 

during the first hour after stroke onset. In the second experiment, 80% of animals showed 

partial to complete reperfusion during a three-hour follow-up. Spontaneous reperfusion 

thus contributed to the variability in ischemic volume in this model. The study confirmed the 

value of the model for evaluating new thrombolytic treatments, but calls for extended MRI 

follow-up at the acute stage in therapeutic studies. 

 

Keywords 

Animal models, Cerebral ischemia, Diffusion-Weighted Imaging, Perfusion-Weighted 

Imaging, Middle Cerebral Artery, Thromboembolic stroke 
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 Introduction 

A new rodent model of stroke was recently proposed by Orset et al. [1], in which 

thromboembolic middle cerebral artery occlusion (MCAo) was achieved by in situ 

microinjection of thrombin. Intravenous injection of tissue-type plasminogen activator 

induced reperfusion, mimicking clinical thrombolysis. Thus, this animal model appears very 

attractive for evaluating new thrombolytic agents or combined 

thrombolytic/neuroprotective strategies, as described in recent histopathologic studies [2], 

[3]. 

MRI plays a pivotal role in stroke management [4], and is increasingly used for treatment 

assessment in animal models [5], [6], [7], [8]. The present study sought to characterize acute 

development of ischemic infarct using MRI to assess the adequacy of the model. 

 

Materials and methods 

All procedures were conducted after approval (n°0237) by our institutional review board 

(Comité Régional d'Ethique pour l'Expérimentation Animale (CREEA Rhône-Alpes) of the 

CNRS), in compliance with European law and policies (EEC Council Directive 86/609, OJ L 

358, 1, Dec. 12, 1987), and in accordance with the ARRIVE (Animal Research: Reporting In 

Vivo Experiments) guidelines (http://www.nc3rs.org/ARRIVE). Animals were housed in a 

colony room with a 12⁄12h light⁄dark cycle. 

Animal model 

Twenty-six Swiss mice (Charles River, l’Arbresle, France), weighing 25-30g, were studied. A 

catheter was inserted into the tail vein. To minimize suffering, buprenorphine (0.05mg/kg 

s.c.) was administered shortly after induction of anesthesia with 2% isoflurane in ambient 

air. Body temperature was continuously maintained at 37.0±0.5°C. Surgery was performed 

as originally described [1]. Briefly, subtemporal craniectomy exposed the right MCA, and one 

microliter of murine α-thrombin (0.75 U, Sigma-Aldrich) was pneumatically injected into the 

lumen of the MCA. In situ clot formation was monitored visually. Animals were sutured and 

immediately placed in the MRI cradle.  
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Magnetic resonance imaging  

Mice were placed in a cradle equipped with a stereotaxic holder, an integrated heating 

system to maintain body temperature at 37±1°C, and a pressure probe to monitor 

respiration. MRI experiments were performed on a BioSpec-70/20 7T system (Bruker, 

Ettlingen, Germany) using a birdcage head-coil of 72 mm inner diameter for RF transmission 

and a 15 mm diameter surface coil for reception. A whole-brain imaging protocol (T2-

weighted imaging (T2-WI), diffusion-weighted imaging (DWI) and perfusion-weighted 

imaging (PWI)) was adapted from a previous study [6], and performed during the first hour 

following stroke onset. Time of flight (TOF) MRA was performed using a 2D multislice 

gradient-echo sequence with matrix=256×128, field of view (FOV)=3.7×2.5 cm2, 80 non-

contiguous slices (slice thickness 1 mm and interslice overlap 0.15 mm), echo-

time/repetition-time (TE/TR)=5/25 ms and 2 averages. T2-WI sequences were acquired using 

a RARE sequence with matrix=256×256, FOV=3×3 cm2, TE/TR=75/3000 ms, and 2 averages. 

DWI was performed using an echo planar imaging spin-echo (EPI-SE) sequence with the 

same FOV, matrix 128x128, TE/TR=25/2000 ms and 3 b-values of 0, 1,500, and 3,000 s/mm2. 

PWI was performed either i) with multislice dynamic susceptibility contrast-enhanced MRI 

(DSC-MRI, Experiment 1) or ii) with a single-slice pulsed arterial spin labeling method (PASL, 

Experiment 2). DSC-MRI consisted in an echo planar imaging gradient-echo (EPI-GE) 

sequence with the same FOV, matrix 96x96, zero-filled to 128x128, TE/TR=4.84/100 ms, and 

100 consecutive images per slice with a temporal resolution of 0.6 s, under an intravenous 

bolus of gadolinium (Dotarem, Guerbet, Aulnay-sous-Bois, France). PASL was performed 

using a flow-sensitive alternating inversion-recovery echo planar imaging (FAIR-EPI) 

sequence with matrix 96x48, FOV=2×1 cm2, inversion recovery time (TIR)=40 to 2,500, 

number of TIR values=22, recovery time=10,000 ms, TE/TR=10/18,000 ms. T2-WI, DWI and 

DSC-PWI were performed using the same set of 7 non-contiguous slices (slice thickness 0.7 

mm and interslice gap 0.3 mm), covering the entire MCA territory, while PASL was 

performed using the central slice only. 

Image analysis 

MRI analysis was performed by an investigator blind to surgery, using MIPAV software 

(Medical Image Processing and Visualization, NIH, Bethesda, MD, USA; 
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http://mipav.cit.nih.gov/). Source images and maximum intensity projection for MRA were 

used to assess MCA occlusion. Apparent diffusion coefficient maps (ADC, in mm2/s) were 

calculated from native DWI by fitting MR signal curves to a mono-exponential model 

function on a pixel-by-pixel basis, using in-house software written in Matlab 2009 

(MathWorks, Natick, MA, USA). Contrast-agent-induced signal intensity changes from DSC-

MRI images were converted into changes in the transverse relaxation rate 1/T2* (i.e., ΔR2*) 

according to: ΔR2*=-1/TE.ln[S(t)/S0], where S0 is the pre-contrast MR signal intensity and 

S(t) the MR signal intensity at time t. Time-to-peak maps are commonly used in clinical 

settings to assess the hypoperfused area [9]; however, their low temporal resolution 

compared to bolus first-pass duration hampered their use in the present rodent study. 

Therefore, perfusion maps were generated with Matlab 2009 (MathWorks, Natick, MA, USA) 

using the peak of ΔR2*-time curves, or maximum peak concentration (MPC, in a. u.) [10]. 

PASL images were analyzed with the ASL_Perfusion_Processing macro from the Paravision 

5.1 software platform (Bruker, Ettlingen, Germany), using a 7T blood T1 value of 2,200ms 

[11]: cerebral blood flow (CBF, in ml/[minx100g]) was derived from the non-selective and 

selective T1 maps according to CBF=λ.T1non-selective/T1blood.(1/T1selective-1/T1non-

selective), where λ is the blood-brain partition coefficient: i.e., the ratio between water 

concentration per gram of brain tissue and per ml of blood, estimated at 90 ml/100g [12]. 

Whole-brain tissue, ipsilateral and contralateral hemispheres were manually drawn on T2-

weighted images and reported on computed maps. ADC maps were thresholded at the 

previously reported value of 0.53x10-3 mm2/s [13]. MPC and CBF maps were thresholded at 

the 10th percentile value of perfusion in the contralateral hemisphere [14]. ADC, MPC and 

CBF defect volumes were calculated as the threshold volume in the ipsilateral hemisphere 

minus the threshold in the contralateral hemisphere. All lesion volumes were expressed as a 

percentage of the ipsilateral hemisphere volume. 

Study design  

Experiment 1: Acute characterization. Twenty mice underwent a single whole-brain imaging 

protocol (T2-WI, DWI and DSC-PWI with gadolinium injection) immediately after stroke 

onset. They were euthanized 24 hours after ischemia induction. Coronal brain sections (20 

μm) from snap-frozen brain tissue were stained with cresyl violet. Seven sections taken at 

equally spaced 1 mm intervals, corresponding to MRI slices, were selected and digitized. 
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Histological infarct volumes were manually delineated by an investigator blind to surgery 

and MRI analysis, and were expressed as a percentage of the ipsilateral hemisphere volume. 

Normalization to the entire ipsilateral hemisphere coped with tissue deformation of various 

sources (edema, fixation, histological processing) and enabled comparison between in vivo 

and post mortem data.  

Experiment 2: Extended follow-up. Six mice underwent a 3-session MRI protocol to 

determine lesion evolution. The first session (T2-WI, DWI and PASL-PWI) was performed 

immediately after stroke onset and repeated after 3 hours. PASL-PWI was preferred to DSC-

PWI so as not to repeat gadolinium injection. The third session (T2-WI) was performed after 

24 hours, and animals were then sacrificed.  

Statistical analysis 

Data analysis was performed using SPSS software (Version 15.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA), 

with the statistical significance threshold set at P<0.05. All lesion volumes are reported as 

mean±standard deviation. Comparisons were performed with non-parametric Kruskal-Wallis 

tests. Mann–Whitney tests were used for post hoc paired comparisons. Correlations were 

determined by Spearman’s rho. 

 

Results 

Experiment 1: Acute characterization 

Twenty mice were operated. None of the animals displayed hemorrhagic signs on early MRI 

or on histology. MRA revealed no or incomplete occlusion in 2 animals, with visible signal in 

distal MCA branches. Minor perfusion defect (<10% of ipsilateral hemisphere) was present 

on MPC maps in 3 animals, including the 2 above-cited mice. These 3 animals showed no 

ADC-abnormal area and no histological infarct, and were excluded from subsequent 

volumetric analysis. 

The remaining 17 mice demonstrated complete MCA occlusion (Fig. 1A), and extensive 

cortico-striatal hypoperfusion on MPC maps (Fig. 1B). Well-defined focal ADC lesions were 

observed in the cortex and the dorsal part of the striatum (Fig. 1D) in 13 animals, while ADC 
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lesions were virtually absent or restricted to the surgical site (<5% of ipsilateral hemisphere, 

Fig. 1C) in 4 animals. Figure 2 (full circles) shows the evolution of ischemic infarct between 0 

hour (ADC map) and 24 hours (histology) for the 13 mice with significant initial lesion (>5% of  

ipsilateral hemisphere): 2 animals died within 2 hours of ischemia, 6 animals showed cortical 

ischemic infarct after 24 hours , and 5 animals showed virtually no lesion.  

The 15 animals that completed the protocol can therefore be classified among 3 groups 

depending on the presence of a significant ischemic area at H0 and H24:  

i) 6 animals had both an ADC lesion at H0 and a histological lesion at H24 (group A); 

ii) 5 animals had an ADC lesion at H0 without a histological lesion à H24  (group B); 

iii) 4 animals had no ADC lesion at H0 and no histological lesion at H24 (group C).  

Figure 3 summarizes initial MRI parameters in these groups. Regardless of initial or final 

ischemic area, the 3 groups shared similar MPC lesion volumes (P=0.49). Of those animals 

displaying initial infarct on ADC, group B tended to have lower ADC lesion volumes and 

higher mismatch volumes than group A, but these differences did not reach significance 

(P=0.18 and P=0.06 respectively).  

Experiment 2: Extended follow-up 

Six mice were operated. At 0 hour, all exhibited a significant perfusion defect visualized on 

CBF maps (Fig. 4A, 4C and Fig. 5). Four animals exhibited an ADC lesion at 0 hour. In 3 out of 

4 cases, this lesion strongly regressed after 3 hours (mean±SD=-83±23% of H0 area), but 

extended between 3 and 24 hours (mean±SD=-35±25% of H0 area). At 24 hours, T2-WI 

highlighted an intra-cerebral hemorrhagic area around the surgical site in 1 animal. Two 

animals had no ischemic lesions at any time point. Hence, in accordance with the results of 

Experiment 1, T2-WI infarction volumes after 24 hours were smaller than initial ADC lesion 

volumes (Figure 2, open circles), with the notable exception of the case of  hemorrhagic 

transformation.  

The evolution of the CBF defect during the first 3 hours following stroke onset is represented 

in Figure 5. Five animals showed spontaneous decrease in hypoperfusion area during the 3 

hours (mean±SD=-68±11% of initial hypoperfused area), as illustrated in Fig. 4A-B. Only one 

animal exhibited sustained hypoperfusion (-1%, Fig. 4C-D) during the 3 hours. This evolution 
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was not correlated with the development of infarction over time (Spearman correlation 

coefficients: between 0 and 3 hours, P=0.20; between 0 and 24 hours, P=0.80).   

 

Discussion 

We report the first MRI characterization of a mouse model of in situ MCA occlusion [1]. MRA 

and PWI confirmed successful clot formation in 85% of animals, a rate similar to previous 

reports [2]. No intra-cranial hemorrhage was detected on MRI or histology, except in 1 

animal. Likewise, previous studies reported no [1] or only mild [2] hemorrhage in untreated 

animals. 

The first experiment, with single acute MRI examination, identified 3 groups of animals (Fig. 

3): one with the expected early MRI and late histological lesion (group A), one with an MRI 

lesion without histological lesion (group B), and one without significant MRI or histological 

lesion (group C). In group C, no ischemic lesion developed despite a hypoperfusion volume 

similar to the other groups. One possible interpretation is that hypoperfusion in these 

animals may lie just below the penumbra threshold, preventing ADC lesion development. 

This hypothesis is difficult to confirm in rodents, as it would require an arterial input function 

for absolute quantification of perfusion. Even in patients, there is no widely accepted 

perfusion-derived threshold identifying penumbral tissue [4]. Similarly, the differential 

outcome between groups A and B could not be explained by initial MRI parameters 

(diffusion, hypoperfusion and mismatch volumes), despite a tendency for smaller ADC lesion 

volumes and higher mismatch volumes (Fig. 3). Spontaneous reperfusion occurring after MRI 

follow-up (>60 min) in group B is the likely explanation.  

To confirm this hypothesis, a second experiment was conducted, with a sequential MRI 

protocol involving PASL-PWI and DWI repeated at 0 and 3 hours. One third of the animals 

did not develop a lesion, a proportion in the same range as in the first experiment. Drastic 

decrease in hypoperfusion volume (-68±11% of initial hypoperfusion) occurred during the 

first 3 hours following stroke onset in 80% of animals. This was accompanied by a transient 

regression of the ADC lesion. Spontaneous reperfusion thus contributed to the variability of 

ischemic lesion size in this model. Ischemia induction was performed according to the 
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original description by Orset et al. [1], by injection of 0.75 U murine α-thrombin. Future 

studies could include higher doses of thrombin so as to induce more stable occlusion and, 

hopefully, a more reproducible infarct.  Interestingly, implementation of the thrombin 

injection technique in macaques also resulted in frequently delayed reperfusion, despite a 

higher dose (800 U for 10kg) [15].  

Initial angiography was performed to determine surgical success. The angiographic signal 

was disturbed by extra-cranial micro-hemorrhages at the surgical site; however detection of 

unsuccessful occlusion relies on the visualization of small distal MCA branches, and is 

therefore very sensitive to image quality. Consequently, angiography proved to be of limited 

interest for identifying unsuccessful occlusion in this model. In contrast, PWI highlighted 

major and reproducible hemodynamic alterations in MCA territory which objectified 

successful occlusion (Fig. 1B and Fig. 3). 

In conclusion, our main finding was a significant rate of spontaneous reperfusion in the first 

hours after the formation of a stable clot and subsequent MCA occlusion. This suggests, as in 

human stroke, differential evolution of the clot. This model appears invaluable for the 

evaluation of alternative thrombolytic therapies or neuroprotective drugs, provided that 

extended monitoring of reperfusion is performed to minimize variability. 

 

Acknowledgments 

Imaging experiments were performed on the “Animage” platform of CERMEP-Imagerie du 

Vivant, Lyon, France. The authors wish to thank Chantal Watrin (Lyon Neuroscience Research 

Center, ONCOFLAM team) for help with histology. 

 

Disclosure 

All authors report no disclosure. 



65 
 

References 

1.  Orset C, Macrez R, Young AR, Panthou D, Angles-Cano E, et al. (2007) Mouse model of 

in situ thromboembolic stroke and reperfusion. Stroke 38: 2771–2778. 

2.  Garcia-Yebenes I, Sobrado M, Zarruk JG, Castellanos M, Perez de la Ossa N, et al. (2011) 

A mouse model of hemorrhagic transformation by delayed tissue plasminogen activator 

administration after in situ thromboembolic stroke. Stroke 42: 196–203. 

3.  Macrez R, Obiang P, Gauberti M, Roussel B, Baron A, et al. (2011) Antibodies preventing 

the interaction of tissue-type plasminogen activator with N-methyl-d-aspartate 

receptors reduce stroke damages and extend the therapeutic window of thrombolysis. 

Stroke 42: 2315–2322. 

4.  Donnan GA, Baron JC, Ma H, Davis SM (2009) Penumbral selection of patients for trials 

of acute stroke therapy. Lancet Neurol 8: 261–269. 

5.  Legos JJ, Lenhard SC, Haimbach RE, Schaeffer TR, Bentley RG, et al. (2008) SB 234551 

selective ET(A) receptor antagonism: perfusion/diffusion MRI used to define treatable 

stroke model, time to treatment and mechanism of protection. Exp Neurol 212: 53–62. 

6.  Chauveau F, Cho T-H, Perez M, Guichardant M, Riou A, et al. (2011) Brain-targeting 

form of docosahexaenoic acid for experimental stroke treatment: MRI evaluation and 

anti-oxidant impact. Curr Neurovasc Res 8: 95–102. 

7.  Cho T-H, Aguettaz P, Campuzano Larrea O, Charriaut-Marlangue C, Riou A, et al. (2012) 

Pre- and post-treatment with cyclosporine A in a rat model of transient focal cerebral 

ischaemia with multimodal MRI screening. Int J Stroke. Available: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22882746. Accessed 22 August 2012. 

8.  Marinescu M, Chauveau F, Durand A, Riou A, Cho T-H, et al. (2012) Monitoring 

therapeutic effects in experimental stroke by serial USPIO-enhanced MRI. Eur Radiol 

Available: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22833303. Accessed 22 August 2012. 



66 
 

9.  Zaro-Weber O, Moeller-Hartmann W, Heis WD, Sobesky J (2010) MRI Perfusion Maps in 

Acute Stroke Validated With 15O-Water Positron Emission Tomography. Stroke 41: 

443–449. 

10.  Calamante F, Ganesan V, Kirkham FJ, Jan W, Chong WK, et al. (2001) MR perfusion 

imaging in Moyamoya Syndrome: potential implications for clinical evaluation of 

occlusive cerebrovascular disease. Stroke 32: 2810–2816. 

11.  Dobre MC, Uğurbil K, Marjanska M (2007) Determination of blood longitudinal 

relaxation time (T1) at high magnetic field strengths. Magn Reson Imaging 25: 733–735.  

12.  Herscovitch P, Raichle ME (1985) What is the correct value for the brain--blood 

partition coefficient for water? J Cereb Blood Flow Metab 5: 65–69.  

13.  Meng X, Fisher M, Shen Q, Sotak CH, Duong TQ (2004) Characterizing the 

diffusion/perfusion mismatch in experimental focal cerebral ischemia. Ann Neurol 55: 

207–212. 

14.  Campbell BC, Christensen S, Butcher KS, Gordon I, Parsons MW, et al. (n.d.) Regional 

very low cerebral blood volume predicts hemorrhagic transformation better than 

diffusion-weighted imaging volume and thresholded apparent diffusion coefficient in 

acute ischemic stroke. Stroke 41: 82–88. 

15.  Gauberti M, Obiang P, Guedin P, Balossier A, Gakuba C, et al. (2012) Thrombotic Stroke 

in the Anesthetized Monkey (Macaca mulatta): Characterization by MRI - A Pilot Study. 

Cerebrovasc Dis 33: 329–339. 



67 
 

A

C

B

D

Figure 1

T2-WI
(a. u.)

ADC
(mm2/s)

T2-WI
(a. u.)

ADC
(mm2/s)

3E-4

9E-4

3E-4

9E-4

MPC
(a. u.)

T2-WI
(a. u.)

 

 

Figure 1. Acute multi-slice, multiparametric MRI of thromboembolic stroke in mice. (A) MR 

Angiography (maximum intensity projection). MCA signals were manually overlaid in red for 

clarity. Note the distally interrupted flow in the right MCA (bars). (B) Perfusion (MPC) map 

overlaid on corresponding T2-WI. Note the large perfusion defect in the right MCA territory 

(arrow) (C, D) Diffusion (ADC) maps overlaid on corresponding T2-WI. Note the cortico-

striatal decrease in D (same animal as B), in contrast with C.  
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Figure 2. Pooled data from Experiment 1 (n=13, full circles) and Experiment 2 (n=4, open 

circles). Evolution of lesion volume (expressed as % of ipsilateral hemisphere) between 0 

hour (ADC map) and 24 hours (histology in Experiment 1; T2-WI in Experiment 2). Only 

animals displaying a significant basal lesion beyond surgical site on ADC (i.e., lesion >5% of 

ipsilateral hemisphere) were considered. Two animals from Experiment 1 died shortly after 

MRI completion (no histological staining). 

Figure 3

0.00

0.10

0.20

0.30

0.40

0.50

MPC ADC mismatch

%
 Ip

si
la

te
ra

l H
em

is
ph

er
e

Ab
no

rm
al

 v
ol

um
e 

(e
xp

re
ss

ed
 a

s 
%

 o
f i

ps
ila

te
ra

l h
em

is
ph

er
e)

Group A (initial and final lesion)

Group B (initial without final lesion)

Group C (no lesion)

 



69 
 

Figure 3. Quantification (mean±standard deviation) of initial MRI defects in Experiment 1 

(n=15): diffusion (ADC map), perfusion (MPC map) and perfusion-diffusion mismatch 

volumes, expressed as % of ipsilateral hemisphere. Mice were grouped according to 

presence/absence of ischemic lesion on initial DWI and final histology. Group A (white bars, 

n=6) = initial and final lesion; group B (gray bars, n=5) = initial without final lesion; group C 

(black bars, n=4) = neither initial nor final lesion (i.e., lesion <5% of ipsilateral hemisphere, 

confined to the surgical site). 
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Figure 4. Single-slice perfusion (PASL) follow-up between 0 and 3 hours of thromboembolic 

stroke in mice. (A) CBF at 0 hour and (B) CBF after 3 hours in an animal with spontaneous 

reperfusion. (C) CBF at 0 hour and (D) CBF after 3 hours in an animal without reperfusion. 
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Figure 5. Evolution of hypoperfusion areas (expressed as % of ipsilateral hemisphere) 

between 0 and 3 hours in Experiment 2 (n=6). CBF maps were thresholded at the 10th 

percentile value of perfusion in the contralateral hemisphere. 
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Etude 2 : Effet d’un inhibiteur du TAFI sélectif combiné à des doses plus faibles de rt-PA 

dans un modèle murin thromboembolique. 

 

Contexte et état de la question 

Lors de la première étude, nous avons caractérisé le modèle thromboembolique murin 

décrit par Orset permettant une étude thérapeutique sur un modèle proche de la 

physiopathologie humaine d’ischémie cérébrale [133].  

L'inhibiteur de la fibrinolyse activé par la thrombine (TAFI), également désigné 

procarboxypeptidase B2 ou U procarboxypeptidase, est une enzyme sécrétée par le foie qui 

régule négativement la fibrinolyse lorsqu'elle est activée par la thrombine. Synthétisé dans le 

foie, il circule dans le plasma dans sa forme proenzyme. Lorsqu'il est activé, le TAFI clive les 

résidus lysine de la fibrine, ce qui empêche l'activation du plasminogène et retarde la lyse 

d'un caillot de fibrine. Le TAFI-inhibiteur agit donc comme un fibrinolytique.  

Au cours d’un partenariat avec SANOFI research, nous avons proposé une étude permettant 

de tester l’efficacité d’un TAFI inhibiteur, seul, ou en association avec des doses plus faibles 

de rt-PA. 

  

Les objectifs de cette étude sont : 

- de tester l’efficacité fibrinolytique du TAFI inhibiteur seul ou en combinaison à la 

phase précoce de l’ischémie cérébrale dans le but d’obtenir un résultat thérapeutique au 

moins aussi efficace que le traitement de référence, en limitant les risques de complication 

notamment l’hémorragie cérébrale.  

- d’évaluer la reperfusion cérébrale par IRM  

 

Les différents endpoints de cette étude sont l’efficacité de la reperfusion à 3H post occlusion 

et l’évolution des volumes lésionnels pendant 24 heures d’une part et les évènements 

hémorragiques à 3H et 24H d’autre part.  
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Cinq groupes de traitements ont été comparés : NaCl, rt-PA 5mg/kg (faible dose), rt-PA 

10mg/kg (dose de référence), TAFI inhibiteur seul, TAFI inhibiteur + rt-PA 5mg/kg.  

 

Principaux résultats :  

Cette étude permet de confirmer l’efficacité du traitement de référence rt-PA 10mg/kg en 

comparaison des groupes contrôles en terme de régression de la taille lésionnelle finale. Le 

traitement par des doses plus faibles de rt-PA seul, et le traitement avec le TAFI I seul 

n’améliore pas la régression des lésions.  

L’association du TAFI inhibiteur avec des doses plus faibles de rt-PA tend vers la même 

efficacité  sur la régression des lésions que le rt-PA à 10mg/kg, même si les résultats ne sont 

pas significativement positifs.  

Aucune conclusion n’a pu être effectuée sur la reperfusion cérébrale en fonction des 

différents traitements.  

La survenue des évènements hémorragique est indépendante des groupes de traitements.  

Le modèle thromboembolique que nous avons étudié présente un intérêt particulier pour 

évaluer les stratégies thérapeutiques de combinaison avec le rt-PA pour améliorer la 

thrombolyse, surtout lorsqu'il est évalué longitudinalement avec l'imagerie de résonance 

magnétique (IRM). 
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Abstract  

The present study compared efficacy between TAFI inhibition alone and TAFI inhibition in 

combination with low-dose rtPA, in a murine model of thromboembolic stroke. Animals were 

randomly assigned to 1 of 5 treatment groups: saline, rtPA at the standard dose for this model 

(10 mg/kg), rtPA at sub-optimal dose (5 mg/kg), TAFI-Inhibitor (TAFI-I) alone, or TAFI-I 

combined with low-dose rtPA. Early reperfusion and final infarct size were longitudinally 

assessed by magnetic resonance imaging (perfusion-, diffusion- and T2-weighted MRI) 

immediately (H0), 3 hours (H3) and 24 hours after surgery (H24). All investigators were 

blinded to treatment allocation. As expected, standard-dose rtPA treatment (tPA10) 

significantly improved lesion regression between H0 and H24 compared to saline (-57±18% 

vs. -36±21%, p=0.03), which treatment with low-dose rtPA or TAFI-I alone did not. On the 

other hand, combined treatment with tPA5 + TAFI-I showed a trend toward lesion regression 

(-56±15%), similarly to tPA10, but without the difference to saline reaching significance. In 

conclusion, the present study showed that the combination of TAFI-I with low-dose rtPA is 

not as effective as the standard dose of rtPA, while TAFI inhibition alone is not effective at 

all. The present thromboembolic model is of particular interest in assessing strategies rtPA 

association to improve thrombolysis, especially when coupled with longitudinal MRI 

assessment. 

Word count: 211  

Key words: embolic stroke, thrombin, recombinant tissue plasminogen activator (rtPA), 

thrombin activatable fibrinolysis inhibitor (TAFI), combined therapy, magnetic resonance 

imaging (MRI) 
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Introduction 

Several randomized controlled trials (NINDS, ECASSII, ECASSIII) [75,212,213] have 

demonstrated the benefit of recombinant tissue plasminogen activator (rtPA) treatment in 

stroke. However, intracerebral hemorrhage is an especially feared side-effect of rtPA [103], 

and dose-finding studies have suggested that the higher the dose, the greater the risk of 

hemorrhage [214,215]. In this context, the search for thrombolytic therapies providing the 

same efficacy with lower risk is a critical issue for therapeutic strategy.  

Endogenous resistance to tissue-type plasminogen activator (tPA) may decrease the benefit of 

thrombolysis-induced recanalization [216]. This resistance may be due in part to thrombin-

activatable fibrinolysis inhibitor (TAFI). TAFI removes residues from partially degraded 

fibrin, which eliminates plasminogen binding sites and thus inhibits plasminogen activation. 

Enhancement of fibrinolysis is a promising approach in thrombotic disease [217], and a 

combination of a sub-optimal dose of rtPA and TAFI-Inhibitor has been shown to increase 

fibrinolytic activity in a lung model [94]. 

A new rodent model of thromboembolic stroke, consisting in in situ microinjection of 

thrombin in the middle cerebral artery (MCA), has recently been described [133]. The natural 

evolution of this model (without intervention) has been characterized on MRI, with the main 

finding that a significant rate of spontaneous reperfusion occurred in the first hours after the 

formation of a stable clot [135]. In this model, intravenous injection of rtPA at a dose of 10 

mk/kg 20 to 30 minutes after surgery mimics thrombolysis treatment in the clinical setting, 

with cerebral blood flow (as measured by laser Doppler flowmetry) returning to baseline 30 to 

60 minutes after the beginning of treatment [127,133,134,136]. 

The present study sought to evaluate the efficacy of TAFI inhibition alone (using the TAFI 

inhibitor FFC.HTZ4.059 from Sanofi (Germany)) and of TAFI inhibition combined with a 
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sub-optimal dose of rtPA (5 mg/kg), in this murine model of thromboembolic stroke. The lack 

of translational success in stroke treatment trials has led the community to develop a 

framework to improve the quality of preclinical stroke studies [218]. The present experiments 

were therefore conducted in compliance with the STAIR guidelines, using non-invasive MRI 

follow-up. Control groups comprised treatment with saline, with low-dose rtPA (5 mg/kg) and 

with standard-dose rtPA (10 mg/kg).   

Materials and Methods  

Animals 

Animal investigations were conducted in conformity with the Guide for the Care and Use of 

Laboratory Animals published by the European Union (EEC Council Directive 86/609) and 

the French regulation (D2001-486) regarding the protection of animals used for experimental 

and other scientific purposes. Protocol approval was granted by our University ethics review 

board (CeLyne: Comité d'Ethique Lyonnais pour les Neurosciences Expérimentales). Adult 

male Swiss mice (25-30g, Janvier, France) were used. Animals were housed under standard 

conditions with a 12h light/dark cycle and allowed access to food and water ad libitum.  

Overall protocol 

In brief, focal ischemia was induced using the thromboembolic model by in situ thrombin 

injection. Successfully operated animals were randomly assigned to 1 of 5 treatment groups: 

saline, rtPA 5 mg/kg (tPA5: sub-optimal or low dose), rtPA 10 mg/kg (tPA10: standard dose), 

TAFI-I 100 mg/kg (TAFI-I), and rtPA 5mg/kg + TAFI-I 100 mg/kg (tPA5+ TAFI-I). Animals 

were placed in the magnet immediately after surgery for baseline MRI (H0). MRI 

examination comprised diffusion-weighted imaging (DWI) and perfusion-weighted imaging 

(PWI) and T2-weighted imaging (T2-WI) (total examination time: 30 minutes).  

Exclusion criteria were:  

- No DWI and/or PWI lesion on H0 MRI; 
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- No PWI/DWI mismatch on H0 MRI, with mismatch defined as a lesion volume ratio 

PWI/DWI > 110% [38]; 

- Animal death within 30 minutes of stroke onset; 

- Animals with incomplete longitudinal data sets.  

Treatments were given inside the magnet, via a catheter placed in the tail vein, using a power 

injector, as 10% bolus and 90% infusion over a period of 20 minutes. MRI examination was 

repeated at 3 hours (H3) and 24 hours (H24) after surgery. Therapeutic benefit was evaluated 

by: 1) improvement of reperfusion and 2) reduction in final lesion size. Micro-hemorrhages 

were assessed as black spots on T2-WI at H24. Animals were sacrificed after the last MR 

examination. The surgeon and all investigators were blinded to treatment allocation. 

Induction of focal cerebral ischemia  

Mice were anesthetized with 1-2% isoflurane in ambient air. A catheter was inserted into the 

tail vein for intravenous administration. Rectal temperature was kept at 37°±1°C throughout 

the surgical procedure, using a feedback-regulated heating pad. Surgery was conducted as 

previously described [133]. Briefly, craniotomy was performed between the right eye and 

right ear to expose the MCA. After excision of the dura, one microliter of purified murine 

alpha-thrombin (0.75 IU) was pneumatically injected into the MCA lumen. In situ clot 

formation was monitored visually.  

Treatment 

The TAFI-Inhibitor FFC.HTZ4.059 was synthesized by Sanofi (Germany). FFC.HTZ4.059 is a 

highly potent TAFI inhibitor (TAFI-I) displaying an IC50 of 2nM as well as diluted human or 

murine plasma. It is selective against many other proteases including some major players in 

the coagulation cascade (-5% to 5% inhibition at 100μM for tPA, urokinase, plasmin, 

tryptase, trypsin, h-chymotrypsin, (plasma) kallikrein, C1s, APC, FXa, FVIIa, FIIa, FIXa, 
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FXIa and FXIIa) and against 108 targets in a large selectivity panel (CEREP, no hits at 

10μM). It does not affect platelet aggregation up to 100μM in human platelet-rich plasma. 

TAFI-I and rtPA (Actilyse, Boehringer Ingelheim, Germany) were stored desiccated in amber 

vials in a refrigerator. Treatments were solubilized in saline (pH 8). Solutions were freshly 

made for each experiment. The FFC.HTZ4.059 dose (100 mg/kg) was defined by the sponsor 

based on data obtained from in vitro clot lysis assays in mice and human plasma in presence 

of different rtPA concentrations, conducted with a TAFI-I with comparable pharmacological 

profile, in order to determine the optimal ratio between rtPA and TAFI-I doses to be used in 

murine models (unpublished data). Two rtPA doses were tested: the standard dose for this 

model (10 mg/kg [11]) and a sub-optimal dose (5 mg/kg), alone or in combination with TAFI-

I.  

MR imaging 

MRI experiments were performed using a Bruker Biospec 7T/12 cm horizontal magnet 

equipped with Paravision 5.1. A birdcage head-coil of 72-mm inner diameter was used for RF 

transmission and a 15-mm diameter surface coil for reception. The animal was placed in a 

non-magnetic holder equipped with a nose-cone for administration of anesthetic gas (1.5% 

isoflurane), stereotaxic ear bars, an integrated water-heating system to maintain body 

temperature at 37°±1°C, and a pressure probe to monitor respiration. MR examination 

comprised:  

- T2-weighted images (T2-WI), acquired using a RARE sequence with matrix=256×128, 

FOV=2×1 cm2, TE/TR=20/3500 ms, and RARE factor 4;  

- Diffusion-Weighted echo-planar spin-echo images (DWI), acquired using the same FOV, 

with matrix=128x64, TE/TR=19/5000 ms and 7 b-values of 0, 100, 200, 300, 500, 800 and 

1,000 s/mm2;  
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- Perfusion-weighted imaging (PWI), using single-slice pulsed arterial spin labeling (PASL) 

as an alternative perfusion method not requiring injection of contrast agent. PASL was 

performed using a flow-sensitive alternating inversion-recovery echo-planar imaging (FAIR-

EPI) sequence with matrix=96x48, FOV=2×1 cm2, inversion recovery time (TIR)=40 to 

2,500, number of TIR values=22, recovery time=10,000 ms, and TE/TR=10/18,000 ms.  

T2-WI and DWI acquisitions were performed using the same set of 15 contiguous slices (slice 

thickness, 0.8 mm), covering the entire MCA territory, while PASL was performed using the 

central slice only, for technical reasons.  

MR image analysis 

Apparent diffusion coefficient maps (ADC, in mm2/s) were calculated by fitting MR signal 

curves to a monoexponential model function on a pixel-by-pixel basis, using in-house 

software written in Matlab 2009 (MathWorks, Natick, MA, USA).  

PASL images were analyzed with the ASL_Perfusion_Processing macro from the Paravision 

5.1 software platform (Bruker, Ettlingen, Germany), using a blood T1 value of 2,200 ms [11]. 

Cerebral blood flow (CBF, in ml/min/100 g) was derived from the non-selective and selective 

T1 maps according to: 

CBF = .T1non-selective/T1blood.(1/T1selective- 1/T1non-selective), where  is the blood-

brain coefficient, estimated at 90 ml/100 g.  

DWI, PWI and final lesions were outlined manually on ADC and CBF maps respectively, and 

T2-WI with MIPAV software (Medical Image Processing and Visualization, NIH, Bethesda, 

MD, USA; http://mipav.cit.nih.gov/). Perfusion lesion regression between H0 and H3 was 

evaluated as: VCBF(%)=[PWI(H3) – PWI(H0)]/PWI(H0). Reperfusion was defined as a 50% 

reduction in perfusion lesion volume between H0 and H3 [219]. Ischemic lesion regression 

between H0 and H24 was evaluated as:  

VT2-ADC(%)=[T2(H24) – DWI(H0)]/DWI(H0).  
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Statistical analysis 

Analyses were performed on SAS software 9.2 for Windows. The number of animals to be 

included in each group was based on a power analysis assuming an effect size of 1.5 

(difference of 1.5 standard deviations between the negative and positive control groups) and 

setting  at 5% and 1-  at 80% (statistical power), for the non-parametric Wilcoxon test. 

Lesion volumes were collected as continuous variables. For each arm, data were described 

using means, standard deviations, medians, quartiles and ranges. Baseline DWI and PWI 

lesions in the 5 arms were compared using the non-parametric Kruskal-Wallis test (one-way 

analysis of variance). The non-parametric Wilcoxon test was used for all other comparisons.  

Results 

A total of 104 mice were successfully operated on between January and July 2013. Of these, 

44 were excluded: 26 did not show a ADC lesion, 1 did not show a CBF lesion, 11 died 

within 30 minutes of stroke onset, and 6 had technical failure (catheter problems). A total of 

60 mice (12 per treatment group) were thus included. Of these, 27 were excluded from 

analysis because they did not have a complete longitudinal data set (N=5) or did not fulfill the 

mismatch criteria (PWI/DWI>110% [38]) (N=22). Analysis was therefore performed on the 

following samples: saline (n=6), tPA5 (n=8), tPA10 (n=7), TAFI-I (n=7), and TAFI-I+tPA5 

(n=5).  

Figure 1 shows a longitudinal multiparametric MR exam for one animal. Well-defined focal 

DWI and PWI lesions were observed in the cortex and the dorsal part of the striatum. Final 

infarct appeared as hyperintense areas on follow-up (H24) T2-weighted images. 

There were no significant differences in baseline DWI and PWI volumes between treatment 

groups (Table 1). 

Figure 2 shows perfusion lesion regression between H0 and H3 in each treatment group. All 

animals showed regression. Reperfusion (defined as >50% lesion regression) was observed in 
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30% of animals treated with saline and in 28% of animals treated with either TAFI-I or tPA5. 

In contrast, 57% of animals treated with tPA10 and 60% of animals treated with TAFI-I + 

tPA5 showed reperfusion. Despite a trend toward greater lesion regression in the groups 

treated with tPA10 (-56±32%) and with tPA5 + TAFI-I (-51±29%), no significant difference to 

the group treated with saline (-37±24%) was demonstrated.  

Figure 3 shows ischemic lesion regression between H0 (DWI lesion) and H24 (T2-WI lesion) 

in each treatment group. As expected, treatment with standard-dose rtPA (tPA10) significantly 

improved lesion regression between H0 and H24 compared to treatment with saline (p=0.03), 

and also to low-dose rtPA (tPA5) (p=0.02), which, in turn, did not differ from the saline 

group. Treatment with TAFI-I alone did not improve lesion regression compared to saline 

(p=0.56). On the other hand, treatment with tPA5 + TAFI-I showed a trend toward lesion 

regression (-56±15%) similarly to treatment with tPA10 (-57±18%), without the difference to 

treatment with saline (-36±21%) reaching significance (p=0.46).  

Nine animals showed microhemorrhage on T2-WI at H24. These animals were evenly 

distributed between groups (saline, n=3; tPA5, n=2; tPA10, n=0; TAFI-I, n=1; tPA5+ TAFI-I, 

n=3).  

Discussion 

Since thrombolysis remains the only approved intervention for ischemic stroke, improving its 

efficacy and safety is a therapeutic aim of considerable interest. Thrombin activatable 

fibrinolysis inhibitor (TAFI) was discovered two decades ago, following the identification of 

an unstable carboxypeptidase formed upon thrombin activation of its proenzyme. The 

antifibrinolytic effects of the activated form are linked with its capacity to remove C-terminal 

lysine from the surface of the fibrin clot. Inhibition of TAFI might thus favor recanalization. 

The present study shows that inhibition of TAFI alone by FFC.HTZ4.059 was not sufficient 

to reduce final lesion size compared to treatment with saline, in a murine thromboembolic 
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model of stroke. Combination of TAFI inhibitor with a sub-optimal dose of rtPA appeared 

more effective than TAFI inhibitor alone or sub-optimal dose rtPA alone, suggesting a 

possible synergistic effect between the two drugs. However, the heterogeneity of responses to 

the drug combination prevented a significant improvement in outcome being demonstrated. 

This was not due to the protocol design, as treatment with the standard dose of rtPA (10 

mg/kg) had the expected clear impact on lesion size reduction compared to treatment with 

saline.  

As DWI/PWI mismatch is increasingly used to define the eligibility of stroke patients for 

thrombolysis, MRI measures are becoming an important component of translational research. 

Performing MRI during occlusion allowed rigorous selection of animals showing penumbra, 

thus ensuring that ischemic lesion regression at H24 was due to treatment and not to failure of 

the animal model. The rate of spontaneous reperfusion at H3 was elevated (one third of 

animals), in agreement with previous findings [135]. To our knowledge, the present study is 

the first to report early reperfusion following thrombolytic therapy in this mouse model. 

Although an overall impression emerged that tPA10 actually improved reperfusion (in terms of 

both rate and lesion regression), we were not able to demonstrate a significant difference 

compared to saline. This might be explained in part by the fact that the perfusion deficit was 

assessed from a single slice, due to the technical limitations of PASL. This slice was 

positioned at the center of the lesion; however, global evaluation of perfusion lesion 

regression might prove more sensitive. Refinement of MR sequences will help overcome this 

limitation in the future.  

Limitations 

The present study had several limitations. Firstly, the thrombin used for generating emboli is 

known to activate TAFI, platelets and PAI-1 in circulation. Thus this thrombin-clot model 

might not closely mimic the clinical situation. However, since all animals received the same 
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alpha thrombin concentration, this can be considered as a bias of the study, and should in fact 

have favored the group that received TAFI-I (alone or in combination with rtPA), which was 

obviously not the case. Nevertheless, a clot injection model might be an interesting alternative 

for testing TAFI inhibition, although it shows high variability and mortality [220]. 

Secondly, we did not evaluate functional outcome, although this represents one desirable 

endpoint in complement to final lesion size, according to the STAIR criteria. The 

thromboembolic model used in the current study is based on distal MCA occlusion and 

therefore produces cortical injury with small infarction volume, which does not induce 

consistent functional deficits. Therefore this model should be reserved for clot-related 

mechanisms which other stroke models cannot address [120]. In the literature, various 

strategies for assessing neurological deficit have been described (use of an activity box to 

monitor locomotor activity [133] or extended behavioral testing [134,136]), and we intended 

to perform functional testing in a second experiment, including only groups with positive 

findings versus the saline group. Since the effects on final lesion size were modest, we finally 

did not pursue this objective.  

Thirdly, our results with the sub-optimal dose of rtPA are in contradiction with those reported 

by El Amki et al., who reported a dose as low as 0.9 mg/kg, when administered early, to be as 

effective in terms of infarct volume reduction as the standard “rodent” dose of 10 mg/kg 

[134]. However, neither the extent of the initial perfusion defect, nor the initial size of the 

lesion was measured in their study. The variability of the model, as well as differences in 

experimental procedure can account for these conflicting results. Further investigations should 

be conducted in order to better understand the dose-effect relationship in this model.   

Conclusion 
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Improving thrombolysis therapy by recombinant tissue plasminogen activator (rtPA) in acute 

ischemic stroke remains a challenge. Adjunctive antithrombotic agents, such as inhibitors of 

thrombin activatable fibrinolysis inhibitor (TAFI), may enhance the efficacy of rtPA. In the 

present study, combination of TAFI-I in combination with a low dose of rtPA was not as 

effective as the standard dose of rtPA in terms of final lesion size reduction, while TAFI 

inhibition alone was not effective at all. Despite its limitations, the murine model of 

thromboembolic stroke based on in situ thrombin injection is of particular interest for 

assessing rtPA association strategies to improve thrombolysis, especially when coupled with 

longitudinal MRI assessment. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1. Multiparametric MRI exam. A, B and C (Hour 0 (H0)), and D, E, F (Hour 3) 

(H3)): Multiparametric MRI of thromboembolic stroke in a mouse. A, B, C correspond to 

MRI at H0 (A: DWI, B: PWI ASL, C: T2 WI). D, E and F correspond to MRI at H3 (D: DWI, 

E: PWI ASL, F: T2 WI), (same slice). 

Figure 2. Regression of perfusion lesion between H0 and H3 according to treatment 

group. Boxes represent the interquartile range (horizontal line = median; diamond = mean), 

and whiskers extend to extreme values. 

Figure 3. Regression of ischemic lesion between H0 and H24 according to treatment 

group. Boxes represent the interquartile range (horizontal line = median; diamond = mean), 

and whiskers extend to extreme values. Statistical differences are found for tPA10 compared to 

saline (p=0.03) and tPA5 (p=0.02) (* representing statistical difference between tPA10 and 

saline, tPA5). 
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Table 1- Baseline MRI data (lesion volumes in mm3) 
 

Treatment group DWI (all slices) DWI (central slice) PWI (central slice) 

Saline 24±10 7±2 10±1 

tPA5 26±10 6±1 9±2 

tPA10 28±9 6±2 12±2 

TAFI-I 25±11 6±1 10±3 

tPA5 + TAFI-I 30±9 6±1 11±2 
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DDIISSCCUUSSSSIIOONN  

 

 

Etude 1 

Nous avons publié la première étude caractérisant le modèle thromboembolique décrit par 

Orset et al [133] à l’aide d’une IRM multimodale. 

Cette étude longitudinale confirme l’occlusion artérielle assez reproductible (85%) mais 

souligne l’absence de lésion à 24H chez 38% des animaux bien que présentant des lésions de 

perfusion et de diffusion initiales. L’explication la plus plausible est probablement une 

reperfusion spontanée, qui survient dans les 60 minutes après le début de l’ischémie. 

Ce travail nous permet de comprendre la physiopathologie de ce modèle murin, qui est 

proche du mécanisme humain d’ischémie cérébrale le plus fréquent. Elle nous ouvre aussi 

des possibilités pré thérapeutiques pour tester des solutions thromboemboliques 

alternatives  ou des médicaments neuro protecteurs. 

Cette étude, qui souligne la proportion importante d’animaux présentant une reperfusion 

spontanée, montre la nécessité de poursuivre le suivi longitudinal des animaux au-delà de la 

première heure d’ischémie cérébrale en cas d’étude thérapeutique. Devant cette 

constatation, nous avons optimisé la séquence IRM de perfusion en utilisant l’ASL (arterial 

spin labeling) ne nécessitant pas l’injection de produit de contraste et pouvant donc être 

répétée.   

 

 

Etude 2 

Au cours d’un partenariat avec SANOFI - AVENTIS recherche et développement, nous avons 

testé l’efficacité d’une molécule appartenant à la classe thérapeutique des Inhibiteurs du 

TAFI, nommée FFC.HTZ4.059.  

Cinq bras de traitements, administrés après randomisation et en double aveugle, ont permis 

de comparer l’évolution de la reperfusion cérébrale et les tailles de lésions finales.  
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Nous retrouvons l’efficacité du rt-PA à la dose 10mg/kg (dose de référence) en terme de 

diminution de taille de lésion. Il existe également une tendance nette de l’association de 

l’inhibiteur du TAFI avec des doses moins importantes de rt-PA, dans le même sens que le rt-

PA 10mg/kg, sans que cette différence soit significative.  

Plusieurs limites ont été soulignées dans cette étude. La plus importante est liée au fait que 

la thrombine utilisée pour générer des emboles est connue pour activer le TAFI,  les 

plaquettes et PAI-1. Ainsi, ce modèle générant un caillot via la thrombine peut biaiser les 

résultats sur cette molécule. Cependant, comme tous les animaux ont reçu la même 

concentration de thrombine, ce qui peut être considéré comme un biais de l'étude, le 

groupe ayant reçu TAFI-I (seul ou en combinaison avec rtPA) devrait être favorisé, ce qui 

n'est évidemment pas le cas ici. Néanmoins, le modèle d'injection d’un caillot autologue de 

fibrine pourrait être une alternative intéressante pour tester l'inhibiteur du TAFI, bien que ce 

modèle affiche un haut degré de variabilité et de mortalité.  

Malgré ses limites, le modèle murin thromboembolique basé sur l'injection de thrombine in 

situ présente un intérêt particulier pour évaluer les stratégies de combinaison avec le rt-PA.  

 

 

CCOONNCCLLUUSSIIOONN  EETT  PPEERRSSPPEECCTTIIVVEESS  

 

Ce travail permet d’envisager l’étude d’autres molécules thromboemboliques, d’autres 

associations thérapeutiques ou neuro protectrices avec un modèle animal qui reste délicat à 

manipuler mais dont la physiopathologie reste proche de la celle constatée chez l’humain.  

Cette étude souligne l’importance de l’évaluation des paramètres de l’hémostase et de leurs 

intrications, et la complexité du choix du modèle devant être adapté à l’objectif des études.  
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