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Les traitements actuels de l’AVC ischémique ont pour but la restauration de la perfusion cérébrale en 

éliminant le thrombus qui occlut l’artère par injection d’un agent thrombolytique (thrombolyse) ou 

mécaniquement, en retirant le caillot par voie endovasculaire (thrombectomie). Les études cliniques ont 

montré la présence de thrombi au niveau de la microcirculation chez les patients, même après une 

recanalisation réussie de l’artère occlue. Ce phénomène est par ailleurs associé à l’apparition de déclins 

cognitifs et de démences. Cependant les outils de diagnostics habituellement utilisés dans l’imagerie à la 

phase aigüe de l’AVC ne permettent pas d’établir précisément la présence et l’étendue de cette 

microthrombose. Nous proposons, dans ce travail de thèse, l’utilisation de l’IRM moléculaire pour le 

diagnostic de la microthrombose. Nous avons développé un agent de contraste basé sur des nanoparticules 

superparamagnétiques d’oxydes de fer conglomérées dans une matrice de polydopamine biodégradable. Nos 

résultats suggèrent un ciblage spécifique de l’agent de contraste aux microthrombi in vitro, sur des 

microthrombi formés à partir de sang humain de volontaires sains, et in vivo sur un modèle d’AVC 

thromboembolique murin. Nous avons montré son efficacité pour l’IRM moléculaire de la microthrombose 

en préclinique, et mis en évidence l’apport diagnostic que représente le suivi des microthrombi dans le cadre 

de la thrombolyse. Nous avons enfin observé la biodégradabilité de ce nouvel agent de contraste, ce qui nous 

permet d’envisager la translation de cette approche en clinique, pour améliorer la prise en charge des patients 

victimes d’AVC ischémiques. 

Mots-Clés : Microparticules d’Oxydes de Fer ; IRM ; modèle murin d’AVC ; Microthrombi 

 

Current treatments of ischemic stroke consist in restoring cerebral perfusion by removing the thrombus 

occluding the artery with a thrombolytic agent injection (thrombolysis) or mechanically with an endovascular 

approach (thrombectomy). Clinical studies have demonstrated the presence of thrombi localized in the 

microcirculation, even after a successful recanalization. Those microthrombi are associated with further 

dementia and cognitive decline. Unfortunately, current imaging tool for the diagnosis of acute stroke cannot 

provide information on this microthrombosis.  In this work, we propose to use molecular MRI for the 

diagnosis of microthrombosis and, to this end, we developed a superparamagnetic iron oxide-based contrast 

agent clusterized in a polydopamine matrix. Our results shows specific targeting of the contrast agent in vitro 

to microthrombi formed with human blood, and in vivo in a thromboembolic mouse model. We demonstrated 

the efficacy of the contrast agent to provide molecular MRI of microthrombosis, and highlighted its ability 

to follow-up microthrombi degradation during thrombolysis. Finally, we observed the biodegradation of the 

contrast agent, allowing us to consider a future clinical translation to improve stroke patient care. 

Keywords : Microparticles of Iron Oxide ; MRI ; Mouse Model of Stroke ; Microthrombi 
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1 Introduction 

1.1 Epidémiologie 

L’accident vasculaire cérébral (AVC) est une pathologie d’origine soudaine, provoquée par 

un manque d’oxygénation du cerveau suite à l’obstruction ou la rupture de la paroi des 

vaisseaux sanguins cérébraux. Selon les dernières données de la « Word Stroke Organization » 

(WSO), on estime que plus de 12,2 millions d’AVC sont déclarés chaque année, soit un AVC 

toutes les 3 secondes. Une personne sur quatre âgée de plus de 25 ans aura un AVC dans sa 

vie. Ce nombre a augmenté de 50% dans les 17 dernières années et est dû en partie au 

vieillissement de la population, qui entraîne une augmentation du risque de pathologies liées 

à l’âge, dont l’AVC (Feigin et al., 2022).  

Il existe deux grands types d’AVC aux physiopathologies très différentes : l’AVC 

hémorragique et l’AVC ischémique (Figure 1).  

Les AVC hémorragiques représentent entre 20 et 30% des AVC et se divisent en plusieurs 

catégories selon la localisation de l’hémorragie. Il s’agit principalement d’hémorragies 

1. Les Accidents Vasculaires Cérébraux 

Figure 1 Schéma d’illustration des AVC de type ischémique et hémorragique et leurs 

conséquences tissulaires visibles en imagerie. 

L’AVC ischémique est dû à l’occlusion par un caillot d’une artère qui induit la mort tissulaire de la 

zone irriguée. L’AVC hémorragique est la conséquence de la rupture d’une artère, s’ensuit une 

hémorragie visible au scanner. Source : Institut de la moelle et du cerveau. 
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intracérébrales et d’hémorragies sous-arachnoïdiennes. Ils entraînent une perte de la perfusion 

cérébrale et des fonctions neurologiques associées. 

On parle d’AVC ischémique lorsque le vaisseau a été obstrué par un caillot sanguin, 

empêchant ou diminuant ainsi la circulation du sang dans une partie du cerveau (la région 

ischémique) et donc de la perfusion nécessaire au fonctionnement normal du parenchyme 

cérébral. Ils représentent entre 70 et 80% des AVC.  

L’Accident Ischémique Transitoire (AIT) est un type particulier d’AVC ischémique, décrit 

par l’apparition brutale de troubles neurologiques passagers (dont la durée ne dépasse pas 

1h), et sans lésions visibles en imagerie. Environ 800 000 personnes sont diagnostiquées par 

an. Selon plusieurs études de grandes cohortes, l’apparition d’un AIT induit des risques à court 

et long terme de survenue d’un AVC. Effectivement, 10% des personnes atteintes d’AIT vont 

présenter un AVC dans les trois mois (Johnston et al., 2007). L’AIT est également associé à une 

altération des fonctions cognitives à long terme, bien que difficiles à mettre en évidence au 

regard des nombreux facteurs de risques (Sivakumar et al., 2014).   

1.2 Symptômes de l’AVC 

Les symptômes de l’AVC sont très variés car ils dépendent de la localisation de l’AVC et de 

l’étendue des territoires vasculaires impactés (Figure 2). A titre d’exemple, le territoire artériel 

le plus souvent touché (dans un cas sur deux) est l’artère cérébrale moyenne (Ng et al., 2007). 

Or ce territoire est le lieu de beaucoup de fonctions cérébrales motrices et cognitives.  
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 De plus, dans les deux types d’AVC, un facteur très important à prendre en compte est le 

temps. La diminution de la perfusion sanguine et le manque d’oxygénation du parenchyme 

cérébral entraîne rapidement des conséquences très graves, voire bien souvent fatales. Deux 

millions de neurones sont perdus par minute écoulée depuis le début de l’AVC (Saver, 2006). 

Cette perte se manifeste par des déficits moteurs et cognitifs :  

- Paralysie brutale ou faiblesse musculaire au niveau du visage ou d’un membre, le plus 

souvent d’un seul côté (hémiplégie) ; 

- Trouble soudain de la parole et difficulté à s’exprimer clairement (aphasie). Le langage 

devient incompréhensible ; 

- Troubles de la vision ou perte de la vision d’un œil ou des deux yeux ; 

- Troubles de l’équilibre ; 

- Violentes céphalées, migraines. 

C’est pourquoi il est capital de pouvoir reconnaître rapidement les signes cliniques d’un 

AVC. Afin d’alerter la population sur la détection des symptômes de l’AVC, un acronyme a été 

Figure 2 Principales artères irriguant le cerveau et les territoires artériels associés. 

Le cerveau est irrigué par 4 grandes artères : les artères carotides internes et vertébrales. Elles se 

rejoignent à la base du cerveau pour former le polygone de Willis. Les artères provenant du polygone 

de Willis sont les artères cérébrales antérieures, moyennes et postérieures et irriguent différents 

territoires vasculaires. ACA = artère cérébrale antérieure, PCA = artère cérébrale postérieure, MCA = 

artère cérébrale moyenne. D’après (Campbell et al., 2019)  
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créé pour reconnaître rapidement les principales manifestations cliniques et l’importance de la 

rapidité de la prise en charge (Figure 3). 

 

Par la suite, nous développerons uniquement l’AVC ischémique et la physiopathologie de la 

thrombose. 

1.3 AVC ischémique 

1.3.1 Etiologie 

On compte cinq types d’AVC ischémiques selon la classification TOAST (Trial of Org 10172 

in Acute Stroke Treatment Subtype (Adams et al., 1993)) : l’athérosclérose des larges artères, 

l’embolie cardiaque, l’occlusion des petites artères (lacunaires), les causes autres d’origines 

connues et d’origines inconnues (Figure 4).  

 

Figure 4 Etiologie des AVC ischémiques selon la classification TOAST. 

Données extraites de Chung et al., 2014. 

 

Figure 3 Acronyme « VITE » utilisé pour la détection des principaux symptômes cliniques de 

l’AVC et pour augmenter la rapidité de la prise en charge des patients. 
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 L’athérosclérose est l’installation d’une plaque d’athérome (accumulation lipidique dans 

la paroi du vaisseau et recrutement de cellules inflammatoires), ce qui a pour 

conséquence le rétrécissement de la lumière artérielle. La progression de cette 

pathologie peut aller jusqu’à l’obstruction complète du vaisseau (ischémie cardiaque, 

plus couramment appelé infarctus du myocarde). Dans une partie des cas, un morceau 

de la plaque d’athérome se détache sous la pression sanguine et va obstruer un vaisseau 

en aval de la circulation et former un caillot sanguin dans les artères cérébrales, 

entrainant un AVC. L’athérosclérose est à l’origine de la majorité des AVC (37 %) (Chung 

et al., 2014)  

 

 Les AVC d’origine cardio-embolique sont provoqués par l’embolisation d’un caillot 

sanguin venant du cœur, le plus souvent suite à une fibrillation auriculaire. L’origine 

cardio-embolique est associée à une issue moins favorable pour les patients (Lamassa 

et al., 2001). 

 

 Les AVC de types lacunaires se définissent par un petit infarctus (< 1,5cm), dû le plus 

souvent à l’obstruction d’une seule artère perforante (Wardlaw, 2005). 

 

 Les autres étiologies d’AVC ischémiques d’origine connue sont nombreuses. Les plus 

courantes sont l’infarctus migraineux, la dissection vasculaire ou encore le lupus 

érythémateux.  

 

 L’origine des AVC ischémiques reste inconnue dans 15 à 20% des cas, selon les études 

(Sanna et al., 2014). Cela peut être dû à un examen clinique incomplet, ou complet mais 

n’ayant pas permis de démontrer l’origine de l’AVC, alors appelé AVC cryptogénique.  

 

1.3.2 Facteurs de risques  

Afin de réduire le nombre d’AVC, il est important de comprendre quels sont les facteurs de 

risques associés. Certains facteurs de risques sont modifiables et permettraient, en les 
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contrôlant, d’éviter 80 % des AVC (O’Donnell et al., 2010). Les facteurs de risques modifiables 

regroupent : 

 L’hypertension artérielle : c’est un facteur de risque modifiable majeur. Il a été montré 

une corrélation directe entre une pression artérielle élevée et le risque d’AVC. C’est 

pourquoi le traitement de l’hypertension fait partie des stratégies thérapeutiques de 

l’AVC (Suchy-Dicey et al., 2013). 

 

 La consommation de tabac est associée à une augmentation du risque d’AVC, ainsi que 

la consommation d’alcool en grande quantité (Falkstedt et al., 2017).   

 

 L’obésité contribue fortement à l’augmentation du risque de développer des maladies 

cardio-vasculaires (fibrillation auriculaire, infarctus du myocarde), dont l’AVC.  D’autre 

part, l’obésité contribue à l’inhibition de la fibrinolyse. En partie à cause de la part 

importante de tissu adipeux qui produit des inhibiteurs de l’activation du plasminogène ; 

PAI-1 (cf 1.4.1 Hémostase). 

 

 L’inactivité physique est associée à un risque plus grand d’AVC. Elle peut d’autant plus 

être la cause d’une augmentation de la pression artérielle, du poids et de diabète 

(Boehme et al., 2017). 

D’autres facteurs de risques sont non-modifiables :  

 L’âge est le plus important des facteurs de risques non-modifiables. Le risque d’avoir un 

AVC double chaque année après 55 ans (Roger et al., 2012). De plus, la prévalence de 

l’AVC va augmenter avec le vieillissement de la population (Krishnamurthi et al., 2013). 

 

 Le sexe : les AVC sont plus courant chez les hommes, mais les femmes ont 

statistiquement plus de risque de décéder des suites d’un AVC (Goldstein et al., 2001). 

Cependant le risque de développer un AVC selon le sexe dépend également de l’âge. 

En effet, à un âge jeune, les femmes ont autant de risque de faire un AVC que les 

hommes (Kapral et al., 2005). 
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 L’ethnicité : les personnes d’origines africaines, ont un risque doublé de faire un AVC  par 

rapport aux personnes caucasiennes (Cruz-Flores et al., 2011), et un risque accrue de 

décès. 

  

 L’existence d’antécédents familiaux augmente également de risque d’AVC. En particulier 

les antécédents de maladies cardiovasculaires (principalement la fibrillation atriale qui 

peut provoquer une cardioembolie).  

1.3.3 Handicap post-AVC 

On estime à 63 millions le nombre d’années de bonne santé perdues chaque année dû à la 

mort ou au handicap après un AVC ischémique (“Global, regional, and national burden of 

stroke and its risk factors, 1990–2019,” 2021). Après un AVC ; la proportion de patients décédés 

est de 30%, celle de patients dits « dépendants » (perte d’autonomie) est de 25%, et celle de 

patients souffrant de démences de 30% (Sun et al., 2014). C’est donc un coût sociétal très 

important. Les séquelles de l’AVC sont de types motrices (hémiplégie, aphasie, 

héminégligence) et cognitives (dépression, fatigue, troubles de l’attention, crises d’angoisse, 

démences) et dépendent de l’étiologie de l’AVC et des territoires artériels touchés par 

l’ischémie, comme vu précédemment. 

Ces séquelles sont mesurées par différentes échelles telle que l’échelle du National Institutes 

of Health Stroke Scale (NIHSS) en première intention, pour évaluer les déficits après un AVC 

(Figure 5). Une autre échelle fréquemment utilisée est l’échelle modifiée de Rankin (modified 

Rankin Scale ou mRS). Elle est notamment employée dans les études cliniques pour établir les 
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séquelles des patients après administration d’un nouveau traitement, mais aussi pour guider 

les mesures de rééducation (Kasner, 2006).  

 

(Adams, 2011) 

Figure 5 Échelles de mesure de la sévérité de l’AVC (NIHSS) et  d’évaluation des séquelles post-

AVC (mRS). 
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1.4 Physiopathologie de l’AVC ischémique 

1.4.1 L’hémostase 

L’hémostase est l'ensemble des mécanismes biochimiques et cellulaires qui assurent la 

prévention des saignements spontanés et l'arrêt des hémorragies en cas de lésion vasculaire. 

Elle se divise en trois étapes successives : (i) l’hémostase primaire avec formation du clou 

plaquettaire, (ii) l’hémostase secondaire ou coagulation plasmatique qui entraîne l’arrêt du 

saignement et la cicatrisation de la paroi (Figure 6), puis (iii) la fibrinolyse pour dissoudre ce 

caillot et retrouver l’intégrité de la paroi vasculaire.  

 

 

L’hémostase primaire consiste en l’activation et la fixation des plaquettes au niveau de la brèche 

vasculaire, formant le clou plaquettaire. La cascade de la coagulation entraîne la solidification du caillot 

grâce à l’interaction de la thrombine et de la fibrine. (McFadyen et al., 2018) 

 L’hémostase primaire :  

Elle fait intervenir la paroi vasculaire, les facteurs plasmatiques de la coagulation et les 

plaquettes. Lorsque qu’il y a une lésion vasculaire, les éléments du sous-endothélium sont 

exposés à la lumière du vaisseau et recrutent les plaquettes de la circulation pour se fixer et 

former le clou plaquettaire. Dans cette première partie, les plaquettes adhèrent au collagène 

sous-endothélial par le facteur von Willebrand et les glycoprotéines GPIb-IX-V. Celles-ci 

entraînent leur activation, qui se traduit par un changement de conformation et l’expression à 

leur surface de récepteurs membranaires comme la forme activée de la glycoprotéine GP IIb-

Figure 6 Mécanismes physiologiques de l'hémostase. 
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IIIa, récepteur responsable de l’agrégation des plaquettes entre elles, reliées par un pont fait 

de fibrinogène (Varga-Szabo et al., 2008).  

 

 L’hémostase secondaire ou coagulation plasmatique:  

C’est la consolidation du clou plaquettaire faisant intervenir en cascade les facteurs de la 

coagulation. On distingue la voie dépendante du facteur tissulaire et la voie dépendante du 

collagène (Figure 7).  

La voie dépendante du facteur tissulaire est déclenchée lorsque le facteur tissulaire (FT), 

présent dans le sous-endothélium, rentre en contact avec la circulation sanguine. Le facteur VII 

va se fixer au FT. Leur association va activer les facteurs IX et X.  

Dans la voie dépendante du collagène, le facteur de von Willebrand se lie au collagène sous-

endothélial (Hoylaerts et al., 1997), ce qui active le facteur XIII, puis XI et rejoint la voie 

commune. 

L’activation de ces deux voies amènent à l’activation d’une voie commune de la coagulation. 

Le facteur X activé (FXa) forme un complexe avec le facteur V, pour former la prothrombinase. 

Celle-ci va ensuite activer la prothrombine en thrombine qui transforme le fibrinogène soluble 

en fibrinogène insoluble, et active également la cascade de la coagulation et l’activation 

plaquettaire. Ces étapes aboutissent à la formation d’un caillot composé de fibrine insoluble, 

piégeant les érythrocytes (Palta et al., 2014).  
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Une brèche au niveau de la paroi vasculaire expose le sous-endothelium aux constituants du sang et 

enclenche les deux voies d’activation de la coagulation : la voie dépendante du collagène (intrinsèque) 

et la voie dépendante du facteur tissulaire (extrinsèque). (“Physiologie de l’hémostase,” 

https://mhemo.fr/les-pathologies/physiologie-de-lhemostase/) 

 La fibrinolyse :  

Lorsqu’un caillot dû à l’hémostase secondaire est présent dans la circulation, ce sont les 

mécanismes de la fibrinolyse qui permettent de l’éliminer et de restaurer l’intégrité de la paroi 

vasculaire. Ce mécanisme est centré sur l’activation de la plasmine, enzyme capable de 

dégrader les chaînes de fibrine et possédant une affinité pour la fibrine, le fibrinogène et les 

protéines de la coagulation (V et VIII). La plasmine est produite par le foie sous sa forme 

inactive : le plasminogène. Il existe deux activateurs du plasminogène : l’activateur tissulaire du 

plasminogène (tPA) qui est stocké dans les corps de Weibel-Palade des cellules endothéliales, 

et va activer le plasminogène fixé au niveau de l’incident vasculaire (Huber et al., 2002), et 

Figure 7 Cascade de la coagulation. 
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l’urokinase (activateur du plasminogène de type urokinase ou uPA). Afin d’éviter une fibrinolyse 

exacerbée, ou hyperfibrinolyse, des mécanismes d’inhibition de la fibrinolyse interviennent 

pour la réguler (Figure 8): l’inhibition de la plasmine par l’antiplasmine α2, et l’inactivation de 

l’uPA et du tPA par les inhibiteurs du plasminogène PAI-1 et PAI-2 (Wun and Capuano, 1987).  

Les mécanismes de l’hémostase montrent donc un équilibre fragile entre la coagulation et 

la fibrinolyse. La perturbation de cet équilibre est à l’origine d’hémorragies ou de thromboses. 

Le tPA endogène active le plasminogène en plasmine. Celle-ci dégrade le caillot de fibrine en produits 

de dégradation de la fibrine (FDPs). (May et al., 2021) 

1.4.2 La thrombose  

La formation d’un thrombus dépend donc de l’activation des plaquettes, du système de 

coagulation et de la fibrinolyse. Les thrombi peuvent être composés majoritairement de 

plaquettes, fibrine ou d’érythrocytes et présentent différentes propriétés physiques (taille, 

solidité, friabilité) qui vont déterminer la nature du traitement à appliquer (Marder et al., 2006). 

Leur composition va dépendre de l’origine du caillot, ils peuvent être classés en thrombi riches 

en fibrine ou riches en érythrocytes (Yuki et al., 2012). 

Figure 8 Principales protéines et leurs inhibiteurs impliqués dans la coagulation et fibrinolyse. 
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Par exemple, dans l’athérosclérose, l’accumulation lipidique dans la paroi vasculaire entraîne 

une réduction de la lumière vasculaire (Figure 9). La rupture de cette plaque lipidique expose 

le collagène et le FT aux éléments sanguins et entraîne l’activation plaquettaire et la cascade 

de la coagulation (Borissoff et al., 2011). Le caillot formé au niveau de la plaque va se détacher 

puis emboliser les artères distales en aval de la circulation. Ces thrombi sont donc riches en 

plaquettes, stabilisés par des liaisons fortes de fibrine.  

D’après Mackman et al., 2020. 

La demande énergétique des tissus nerveux est très élevée, et nécessite un apport sanguin 

constant et suffisant. En effet, le cerveau consomme environ 20% de l’oxygène du corps. 

Lorsqu’un caillot empêche l’apport en énergie au cerveau, le territoire irrigué par l’artère occlue 

Figure 9 Formation d’un thrombus riche en fibrine et plaquettes après rupture de la plaque 

athérosclérotique. 
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est en hypoperfusion. On distingue dans le cadre de l’AVC trois types de zones hypo-

perfusées (Figure 10) :  

 Le cœur ou foyer ischémique : tissu proche de l’occlusion. Les lésions provoquées sont 

irréversibles. 

 

 La pénombre ischémique : tissu sévèrement hypoperfusé présentant un risque 

d’ischémie. La réduction du débit sanguin est moins importante dans cette zone grâce 

à la circulation collatérale. Les lésions progressent moins rapidement et la zone peut 

être récupérée si une reperfusion à lieu dans le temps imparti. 

 

 L’oligémie : tissu avec hypoperfusion modérée qui n’est pas à risque. 

 

On distingue trois zones : le foyer ischémique (core), la pénombre (penumbra) et l’oligémie (non 

représentée). D’après (Kloska et al., 2010) 

 

1.5 Traitements de l’AVC ischémique 

Le traitement de référence depuis 2015 pour l’obstruction d’une artère proximale (artère 

cérébrale moyenne, artère carotide interne, tronc basilaire), est l’association de la thrombolyse 

intraveineuse et de la thrombectomie mécanique.  

Figure 10 Zones d'hypoperfusions cérébrales lors d’une ischémie cérébrale. 
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1.5.1 Thrombolyse 

Les activateurs du plasminogène ont été introduit en clinique dans les années 90. Le 

traitement pharmaceutique de référence encore actuellement utilisé est l’activateur tissulaire 

du plasminogène recombinant (rtPA), avec une autorisation de mise sur le marché pour le 

traitement des AVC ischémiques aux Etats-Unis en 1995. Le rtPA est produit de façon 

synthétique par recombinaison à partir du tPA endogène, protéine intervenant dans le 

processus de fibrinolyse. Il possède une affinité forte pour la fibrine, qui compose le thrombus, 

et transforme sélectivement le plasminogène, lié au thrombus, en plasmine. La plasmine va 

ensuite dégrader la matrice fibrineuse et lysera le caillot (Figure 11).  

Le rtPA active le plasminogène circulant en plasmine. La plasmine va alors dégrader la fibrine en produits 

de dégradation (FDP) et dissoudre le caillot. D’après (Pan and Shi, 2021) 

L’utilisation du rtPA pour le traitement de l’AVC ischémique par injection intraveineuse fait 

suite à un essai clinique de grande envergure ayant démontré que 30 % des patients ayant 

reçu du rtPA présentait un handicap minime ou nul, par comparaison aux patients ayant reçu 

un placebo (“Tissue Plasminogen Activator for Acute Ischemic Stroke,” 1995). A l’origine, il était 

indiqué dans les AVC datant de moins de 3h. Mais cette fenêtre thérapeutique rendait le 

traitement inaccessible pour beaucoup de patients, et il est estimé que seul 2% des patients 

présentant un AVC ischémqiue ont pu recevoir ce traitement dans les années qui ont suivis 

(Grond et al., 1998). Depuis, grâce au progrès des techniques d’imagerie, d’autres essais 

Figure 11 Action thrombolytique du rtPA. 
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cliniques ont permis de démontrer son efficacité sur les AVC survenu dans les 4h30 

(“Association of outcome with early stroke treatment,” 2004), et jusqu’à 9h (Ma et al., 2019). 

Ces avancées ont ainsi élargi l’utilisation à d’autres patients.  

Mais la thrombolyse présente beaucoup de contre-indications. La dégradation de la fibrine 

par le tPA entraîne une dérégulation de l’hémostase entraînant un risque majeur d’hémorragie. 

De plus, les études sur le tPA ont montré qu’il perturbe la barrière hémato-encéphalique (BHE), 

par interaction avec les protéines de récepteurs de lipoprotéines (LRP) des cellules 

endothéliales (Suzuki et al., 2011), ce qui favorise également le risque d’hémorragies. Le tPA a 

aussi montré un effet pro-excitotoxique en potentialisant le signal des récepteurs 

glutamatergiques par interaction avec le récepteur N-methyl-D-aspartate (NMDA) (Nicole et 

al., 2001), ce qui impact la survie neuronale. Tous ces éléments font que seulement 5% des 

patients diagnostiqués AVC peuvent bénéficier du traitement (Demaerschalk et al., 2016).  

Bien que le l’altéplase (rtPA) soit à ce jour le seul traitement thrombolytique approuvé pour 

l’AVC ischémique, une alternative potentielle est l’utilisation de la ténectéplase (TNK-tPA). La 

TNK est une protéine recombinante fibrino-spécifique de l’activateur tissulaire du 

plasminogène. Elle se distingue du tPA endogène par mutation de 3 sites dans sa structure 

protéique. Elle possède de nombreux avantages par rapport à l’altéplase tels qu’une plus 

grande affinité pour la fibrine (diminue le risque hémorragique), une demi-vie d’élimination 

plus longue (administration en bolus donc traitement plus rapide), une plus grande résistance 

à l’inactivation par PAI-1, et un coût moindre. Pourtant, les essais cliniques sur la TNK n’ont pas 

montré de différences significatives entre les groupes que ce soit pour l’amélioration 

neurologique ou pour les risques de transformation hémorragique (Huang et al., 2015).  

D’autres approches de types endovasculaires ont été développées pour désobstruer le 

vaisseau et obtenir la recanalisation des vaisseaux, sans encourir les effets secondaires des 

thrombolytiques.  

1.5.2 Traitements endovasculaires 

En 2014 et 2015, cinq essais cliniques majeurs ont démontré l’efficacité d’une approche 

mécanique sur les patients présentant une occlusion des artères proximales : l’introduction par 
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voie endoscopique d’un dispositif pour retirer le caillot appelé « stent retriever ». Le nom de 

cette pratique endovasculaire est la thrombectomie. Ces essais avaient pour objectif d’évaluer 

l’efficacité du traitement endovasculaire associé à la thrombolyse, par rapport à la thrombolyse 

seule. Ils différaient toutefois dans les critères d’inclusions des patients, la fenêtre 

thérapeutique, les dispositifs utilisés pour la thrombectomie et les modalités d’imagerie pour 

attester de la recanalisation des artères (Tableau 1).  

Nom de 

l’essai 

clinique Conditions et Modalités d’imagerie 

Fenêtre 

thérapeutique Dispositif Références 

MR CLEAN Occlusion distale de la carotide interne, 

du premier ou second segment de 

l’ACM (M1 ou M2) ou de l’artère 

cérébrale antérieure (A1 ou A2) 

diagnostiqués par angioscanner, angio-

IRM ou artériographie. 

6 premières 

heures de 

l’infarctus cérébral 

Dispositifs approuvés par la 

Food and Drug 

Administration (FDA) ou par 

la réglementation 

européenne (dispositif CE) 

(Fransen et 

al., 2014) 

EXTEND-IA Occlusion de l’ACI ou occlusion de 

l’ACM (M1 ou M2), infarctus < 70 mLet 

volume de pénombre ischémique (T 

max > 6sec) visible sur scanner de 

perfusion 

4h30 après 

l’occlusion 

cérébrale 

Stent Solitaire TM (Campbell et 

al., 2014) 

ESCAPE Angioscanner multiphase qui permet 

de sélectionner rapidement les patients 

sur une cartographie de collatéralité. 

Zone d’infarctus réduite, occlusion 

intracrânienne proximale 

12h après le 

début des 

symptômes 

Dispositifs approuvés par la 

FDA ou CE. 

(Goyal et al., 

2015) 

SWIFT 

PRIME 

Occlusion d’un gros vaisseau (ACM M1, 

occlusion ACI intracrânienne) 

dignostiquée par angioscanner CT, CTA 

6h après le début 

des symptômes 

Stent Solitaire TM (Saver et al., 

2015) 

REVASCAT Occlusion artérielle proximale 

antérieure confirmée sur imagerie 

imagerie ACI (occlusion ACI distale ou 

T), segment ACM-M1 

8h après le début 

des symptômes 

Stent Solitaire TM (Molina et 

al., 2015) 

Tableau 1 Essais cliniques majeurs publiés en 2014 et 2015 sur l'évaluation des traitements 

endovasculaires. Extraits du rapport d’évaluation de la thrombectomie des artères intracrâniennes 

(Haute Autorité de la Santé). 
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Ces études ont prouvé l’efficacité de la thrombectomie pour la recanalisation des artères 

proximales dans les 6 heures après le début des symptômes. Depuis, d’autres essais cliniques 

ont permis d’étendre le temps de traitement jusqu’à 24 heures après le début des symptômes 

grâce à une surveillance accrue par imagerie (Nogueira et al., 2018).  

Par la suite, d’autres études ont cherché à évaluer si le traitement associant thrombolyse et 

thrombectomie présente un avantage par rapport à la thrombectomie seule. L’étude récente 

« DIRECT MT » ne montre pas de différence au niveau de la récupération fonctionnelle et du 

risque hémorragique entre les patients des deux groupes (Yang et al., 2020).  

Bien que la thrombectomie permet d’obtenir une recanalisation complète des artères dans 

60% des cas (Nikoubashman et al., 2019), cette méthode est limitée aux artères proximales et, 

par conséquent, les patients avec un AVC au niveau d’artère sinueuses ou présentant des 

occlusions dans des branches plus distales, tels que les branches M3 et M4 de l’ACM 

(fréquemment touchées), ne sont pas éligibles.  

Ainsi, dans les guides de pratique pour le traitement des AVC ischémiques, il est aujourd’hui 

recommandé de traiter les patients par thrombolyse, thrombectomie ou association des deux, 

selon leur éligibilité. 

1.5.3 Traitements de prévention primaires et secondaires 

Les autres principaux traitements utilisés dans l’AVC ischémique sont les antiagrégants 

plaquettaires et les anticoagulants. Ce sont des traitements de prévention primaires 

secondaires : ils ne permettent pas de restaurer le flux sanguin cérébral en dégradant le caillot 

mais pourrons réduire le risque de survenue d’un AVC, ou la récidive (“Collaborative overview 

of randomised trials of antiplatelet therapy,” 1994).  

 L’antiagrégant plaquettaire utilisé principalement après un AVC est l’aspirine à faible dose. 

L’aspirine, par inhibition de la cyclooxygenase-1 (enzyme intervenant dans l’agrégation 

plaquettaire) permet de réduire de 20 % le risque de récidive de l’AVC (Collaboration et al., 

2009). Il est donc utilisé à titre préventif, à condition de s’assurer qu’il n’entraine par un risque 

de perturbation de l’hémostase, et donc d’hémorragie, par réalisation de bilans sanguins.  
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Selon le tableau clinique, les anticoagulants sont à privilégier par rapport aux antiagrégants 

plaquettaires. Jusqu’en 2009, l’anticoagulant de référence était la warfarine qui cible la synthèse 

des facteurs de coagulation II, VII, IX et X. Depuis, d’autres anticoagulants comme les 

inhibiteurs du facteur Xa (l’apixaban, rivaroxaban, et edoxaban) ainsi que l’inhibiteur direct de 

la thrombine (dabigatran) ont démontré une efficacité similaire à la warfarine. 

Ainsi, ces traitements ont pour objectif principal la recanalisation des vaisseaux obstrués, ou 

la prévention de la formation de caillots sanguins. Mais beaucoup de patients, malgré qu’ils 

démontrent une recanalisation de l’artère obstruée, ne montre pas d’améliorations cliniques 

(Dalkara and Arsava, 2012).  

1.6 Microthrombose  

La microcirculation cérébrale se distingue des autres vaisseaux cérébraux par la structure 

des parois des vaisseaux et leur capacité à ajuster l’apport d’oxygène et de nutriments pour 

répondre aux exigences métaboliques des cellules du parenchyme, par ajustement du tonus 

vasculaire et en libérant différentes substances vasoactives (Gutterman et al., 2016).  

Lorsque les artères carotides internes rejoignent le polygone de Willlis, à la base du crâne, 

la circulation sanguine se divise en artères cérébrales (MCA, ACA, PCA), puis en artères 

pénétrantes pour enfin rejoindre la microcirculation. Cette dernière correspond aux artérioles, 

aux capillaires et aux veinules (Pappano and Gil Wier, 2013). Les artérioles ont une taille 

comprise entre 10 et 100 µm. Elles possèdent une couche de cellules musculaires lisses, un 

adventice et une couche de cellules endothéliales, et donnent directement naissance aux 

capillaires. Les capillaires ont un diamètre compris entre 10 et 20 µm et leur paroi est 

uniquement composée des cellules endothéliales et d’une membrane basale associée (Figure 

12). Les capillaires forment un très grand réseau interconnecté, et leur longueur totale dans le 

système cardiovasculaire serait comprise entre 100 et 160 000 km (à titre de comparaison, le 

tour de la Terre mesure 40 000 km), ce qui facilite les échanges métaboliques (Myers and Lam, 

2021). Enfin, les veinules sont similaires aux artérioles, mais n’ont pas de cellules musculaires 

lisses. Elles connectent les capillaires aux veines.   
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Cellules du système nerveux impliquée dans la microcirculation (haut gauche), et capillaires cérébraux 

observés en microscopie électronique. (A : astrocytes, Endo : cellules endothéliales). (Del Zoppo, 2006) 

La microthrombose (ou thrombose microvasculaire) désigne les thrombi de petites tailles 

(<100 µm), les microthrombi, qui obstrue les artérioles et capillaires sanguins. Ce mécanisme 

est impliqué dans différents contextes pathologiques : AVC ischémique et hémorragique, 

infarctus du myocarde, coagulation intravasculaire disséminée, septicémie. Dans cette partie, 

nous développerons uniquement la microthrombose observée après un AVC ischémique.  

Les thérapies endovasculaires et thrombolytiques visent à restaurer la zone de pénombre 

en éliminant le thrombus en amont (la recanalisation) tout en restaurant la perfusion 

microvasculaire en aval (la reperfusion). Ces deux mots sont le plus souvent utilisés de manière 

interchangeable dans beaucoup de publications. Cependant il est nécessaire de distinguer ces 

Figure 12 La microcirculation cérébrale. 
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deux phénomènes, car la recanalisation de l’artère proximale ne signifie pas nécessairement 

une reperfusion au niveau de la microcirculation. Des études cliniques ont rapporté la présence 

de microthrombi après une recanalisation spontanée, ou une apparition des microthrombi dite 

iatrogène, par thrombolyse ou par thrombectomie du vaisseau proximal, pouvant expliquer ce 

manque de reperfusion distale (Goyal et al., 2021). 

 

1.6.1 Origine de la microthrombose dans l’AVC  

Les microthrombi retrouvés lors d’un AVC ischémique ont plusieurs origines. Ils peuvent 

survenir après traitement du caillot proximal par thrombolyse ou thrombectomie, ou encore 

apparaître spontanément après une recanalisation, par ce qu’on appelle le phénomène de  no-

reflow  (Figure 13). Par ailleurs, dans une étude de 2015, l’analyse d’images par résonance 

magnétique (IRM) acquises avant traitement a également montré la présence de multiples 

thrombi distaux en plus d’un caillot proximal chez 8 % des patients inclus (Gratz et al., 2015). 

 

 Microthrombose après thrombolyse 

La thrombolyse par injection intraveineuse de rtPA est le traitement de référence pour les 

AVC depuis les années 90. Cependant, même lorsque la thrombolyse permet une recanalisation 

Figure 13 Formation de microthrombi distaux après recanalisation par thrombolyse, 

thrombectomie ou no-reflow 
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des vaisseaux, des fragmentations puis migrations du thrombus proximal ont été observées 

dans un patient sur quatre après thrombolyse (Alves et al., 2019).  

 Microthrombose après thrombectomie 

De nombreuses évolutions des traitements endovasculaires ont eu lieues depuis 2015, en 

passant de dispositifs de stent retrievers, à des dispositifs plus évolués d’aspiration ou 

combinaison des deux (Figure 14). Cela a augmenté le taux de recanalisation chez les patients 

de près de 50% (Ospel et al., 2020).  

(Munich et al., 2019) 

 

Figure 14 Différents dispositifs utilisés pour extraire le caillot par thrombectomie. 
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Le dispositif de thrombectomie permet la recanalisation de l’artère proximale. Cependant il peut 

provoquer la fragmentation et migration de microthrombi dans la circulation distale. 

 

Ainsi, bien que la thrombectomie entraîne une recanalisation réussie chez beaucoup de 

patients, la présence de microthrombi est observée dans 9 à 22 % des cas (Berkhemer et al., 

2015). Ce résultat varie selon les études cliniques et dépend des conditions d’inclusion des 

patients, et des techniques d’imagerie utilisées. Dans l’étude MR CLEAN, qui inclue 500 

patients, la migration du thrombus est un phénomène qui a été remarqué dans 22% des cas.  

L’une des raisons est la fragmentation du thrombus primaire pendant la thrombectomie, puis 

la migration des fragments du caillot dans la circulation en aval (Figure 15). Ces résultats ont 

été retrouvés également dans une étude préclinique, dans un modèle d’ischémie chez le rat, 

dans lequel des microsphères de différentes tailles (15-50 µm) ont été injectées par voie 

intraveineuse après recanalisation de l’artère occlue, pour marquer les microthrombi. De 

Figure 15 Migration du thrombus dans les artères perforantes après thrombectomie. 
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nombreuses zones d’hypoperfusion sont observées à proximité des microsphères marquant 

les microthrombi (Georgakopoulou et al., 2021 ; Figure 16). 

D’après (Georgakopoulou et al., 2021) 

Ces résultats ont soulevé l’hypothèse d’un potentiel effet délétère du traitement par 

thrombolyse avant traitement par thrombectomie. Des études montrent que le traitement par 

thrombolyse précédant une thrombectomie augmente le nombre d’embolisations du caillot 

proximal et est corrélée à un taux de reperfusion inférieur (Kaesmacher et al., 2017 ; Figure 16). 

Mais, malgré cela, la thrombolyse précédant la thrombectomie est associée à un meilleur 

pronostic fonctionnel (Flint et al., 2020).  

L’évolution des dispositifs de thrombectomie rend également possible l’extraction de 

thrombus ayant migré dans des artères plus distales (Hofmeister et al., 2018). Cependant, leur 

utilisation est limitée aux thrombi distaux présents au niveau des deuxièmes et troisièmes 

fractions de l’ACM, ACP et ACA. 

Figure 16 Microembolisation après reperfusion cérébrale observée dans un modèle d'ischémie 

chez le rat. 
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D’après (Gauberti et al., 2021) 

D’autres études ont été menées pour déterminer si la thrombolyse en amont ou pendant la 

thrombectomie pourrait réduire le risque de microthrombi formés par fragmentation (Broocks 

et al., 2021, Figure 17) et n’a pas démontrée de différence entre les patients traité par 

thrombectomie sur la présence de microthrombi, qu’ils aient reçu du rtPA ou non. La disparité 

de ces résultats met en évidence l’intérêt de diagnostiquer clairement la présence de 

microthromboses dans l’AVC ischémique. 

 Phénomène de no-reflow 

La reperfusion incomplète de la microcirculation a été décrite en 1968 par Ames et 

collaborateurs, dans le cas d’une ischémie globale chez le lapin, sous le terme de no-reflow 

(Ames et al., 1968). Ce phénomène transcrit le manque de reperfusion après une recanalisation 

de la zone ischemiée et le développement continue de la lésion ischémique, aussi décrit 

comme lésion d’ischémie-reperfusion. Par la suite, del Zoppo et collaborateurs ont montré que 

cette reperfusion incomplète du flux sanguin est accompagnée d’un gonflement des pieds 

astrocytaires, une contraction des péricytes et un rétrécissement de la lumière des 

microvaisseaux (del Zoppo and Mabuchi, 2003). L’hypoperfusion entraîne l’expression de 

Figure 17 Formation de microthrombi après traitements endovasculaire 
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molécules d’adhésion à la surface des cellules endothéliales, suivi de l’adhésion de leucocytes 

polymorphonucléaires et une accumulation de dépôts de fibrine et de plaquettes activées, 

formant des microthrombi secondaires à l’ischémie (Figure 18).  

 

 

Les leucocytes polymorphonucléaires vont adhérer à l’endothélium par liaison aux molécules d’adhésion 

(VCAM-1, P-sélectine), puis transmigrer à travers les cellules endothéliales (A). La formation de fibrine et 

d’agrégats fibrine-plaquettes contribue au phénomène de « no-reflow » après occlusion de l’ACM (B). 

(Adaptation de del Zoppo et al., 2003). 

 

L’étude de la microthrombose est particulièrement étendue dans les pathologies 

cardiaques. Le terme de no-reflow  décrit  par ailleurs le manque de reperfusion après 

traitement dans l’ischémie du myocarde et peut atteindre 40% des patients traités (Chettibi et 

al., 2015). La formation de microthrombi dans la microcirculation cardiaque est associée au 

phénomène de no-reflow, entrainant des nécroses focales du muscle et a donc un rôle 

important dans la pathologie de l’ischémie du myocarde (Bekkers et al., 2010). Ces resultats 

laissent supposer que le no-reflow est un phénomène sous-évalué dans l’ischémie cérébrale et 

nécessite de plus amples investigations.  

Figure 18 Réponse microvasculaire après occlusion de l’ACM. 
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1.6.2 Conséquences pathologiques de la microthrombose 

Des microlésions cérébrales ont été retrouvées dans les autopsie de patients atteints de 

démences. Ainsi, plusieurs études neuropathologiques ont permis de déterminer que la 

quantité de microlésions observées en autopsie par coloration histologique (hématoxyline et 

éosine) était plus élevée chez les patients atteints de démences et de déficits cognitifs mesurés 

par une échelle clinique, la Clinical Dementia Rating (CDR) (Smith et al., 2012). 

Une reperfusion incomplète des microvaisseaux, dû à la présence de microthrombi, est en 

outre associée à une lésion de taille supérieure (Soares et al., 2010). Dans une étude de Gratz 

et al., l’imagerie IRM de susceptibilité pondérée a permis d’identifier la présence de 

microthrombi chez une partie des patients avant traitement, et a montré que celle-ci induit un  

pronostic plus défavorable à 3 mois que les patients sans microthrombose (Gratz et al., 2015).  

D’autre part l’installation d’une microlésion peut avoir un impact sur les fibres nerveuses de 

la matière blanche à proximité (van Veluw et al., 2017), ce qui engendre des déficits cognitifs à 

long terme (Figure 19).  

D’après (van Veluw et al., 2017) 

Figure 19 Les microlésions corticales endommagent les fibres nerveuses, à l'origine de déficits 

cognitifs. 
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Ainsi la reperfusion est un meilleur indice de diminution de la lésion ischémique que la 

recanalisation. Or, la reperfusion de la microcirculation dans la zone de pénombre ischémique 

varie en fonction de la circulation collatérale. Celle-ci assure l’apport en oxygène et en 

métabolites au niveau de la zone ischemiée mais la présence d’artères collatérales varie d’une 

personne à l’autre (Leng et al., 2016).  

 

 

Dans l’ischémie cérébrale, la viabilité du tissu et les 

séquelles cognitives vont dépendre de la restauration 

de la perfusion des capillaires et de la perfusion dû aux 

artères collatérales. (Soares et al., 2009) 

 

C’est pourquoi chez les patients présentant une reperfusion incomplète après traitement, 

certains montrent un meilleur pronostic fonctionnel à 3 mois, grâce à la présence de 

nombreuses artères collatérales qui viennent irriguer la zone de pénombre (Figure 20). 

De manière générale, la raison pour laquelle une reperfusion incomplète est associée à un 

mauvais pronostic peut s’expliquer par les mécanismes cellulaires qui se mettent en place pour 

réagir à l’hypoperfusion. L’hypoperfusion cérébrale entraine la production excessive de 

radicaux oxygénés, un stress oxydatif qui entraine à son tour une perturbation de la BHE et la 

détérioration des cellules endothéliales de la microcirculation (Yu et al., 2017). Or ces 

dommages créés au niveau de la BHE ont pour conséquence l’infiltration leucocytaire, 

l’activation plaquettaire, activation des facteurs du complément, et rupture de la BHE qui mène 

à la formation d’un œdème ou à l’hémorragie (Figure 21). 

Figure 20 Impact des collatérales et du niveau de 

reperfusion sur le pronostic fonctionnel. 
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D’après (Brouns and De Deyn, 2009) 

Ainsi, toutes ces réactions cellulaires sont de potentiels cibles pour le traitement de la 

microthrombose vasculaire. 

 

1.6.3 Traitements de la microthrombose 

L’activation des plaquettes joue un rôle important dans le phénomène de no-reflow. Le 

traitement par antiagrégants plaquettaires a été testé en préclinique pour le traitement de la 

microthrombose distale (Ye et al., 2010). Or, même si ce traitement permet une meilleure 

reperfusion des artères distales, ce qui représente un espoir pour le traitement en clinique, le 

risque de transformations hémorragiques est trop important. 

Une publication de El Amki et al., parue en 2020 montre le rôle des neutrophiles dans 

microthrombose vasculaire. En effet, dans un modèle d’ischémie par insertion puis retrait d’un 

filament au niveau de l’artère cérébrale moyenne, l’occlusion secondaire à la recanalisation est 

induite à 75 % par les neutrophiles dans le cœur ischémique, et 60 % dans la pénombre 

Figure 21 Représentation des évènements suivant une hypoperfusion lors d’un AVC 

ischémique et conséquences sur la microcirculation. 
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ischémique. L’utilisation anti-Ly6G, traitement qui entraine la déplétion des neutrophiles, a eu 

pour conséquence une meilleure reperfusion de la microcirculation, après recanalisation. 

Pour toutes ces raisons, il est nécessaire de diagnostiquer la microthrombose après un AVC, 

afin de pouvoir traiter au mieux les patients et possiblement diminuer les conséquences qu’elle 

engendre à court et long termes. 
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Le diagnostic fiable de l’AVC ischémique repose en priorité sur l’imagerie par scanner et/ou 

IRM. La HAS recommande l’utilisation de l’IRM au possible ou, à défaut, un scanner cérébral.  

Dans ce chapitre, les différentes techniques d’imagerie de l’AVC ischémique sont décrites, 

en évoquant les principaux paramètres permettant de visualiser les thromboses vasculaires. 

Dans un second temps, les différents agents de contraste utilisés en IRM seront développés, 

ainsi que leur rôle dans l’imagerie moléculaire.  

 

2.1 Techniques d’imagerie 

2.1.1 Artériographie 

L’artériographie, aussi appelée angiographie cérébrale, est une technique développée 

depuis plus d’un siècle, reposant sur le principe de la radiographie. L’étude de la vascularisation 

cérébrale est possible après injection d’un agent de contraste iodé et permet d’observer les 

occlusions et sténoses artérielles (Figure 22). De plus, la méthode de soustraction digitale des 

images d’angiographie en temps réel est utilisée pour la surveillance de la recanalisation lors 

de traitements endovasculaires et/ou de la  thrombolyse.   

Mais l’artériographie est une technique invasive qui nécessite une sédation et l’injection 

intra-artérielle de l’agent de contraste, ce qui entraîne des complications de natures 

ischémiques dans 0.2% des cas (Kaufmann et al., 2007). De plus, l’observation de la présence 

de microthrombi en aval de l’occlusion proximale est difficile en artériographie car elle 

nécessite que l’agent de contraste injecté passe le thrombus proximal en quantité suffisante, 

pour mettre en évidence les obstructions dans la microcirculation.  

 

2. Imagerie de la thrombose dans l’AVC 
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Images de Shimonaga et al., 2020 (gauche) et Evans et al., 2017 (droite). 

 

2.1.2 Doppler transcrânien 

Le doppler transcrânien est souvent utilisé en complément du scanner et de l’IRM, ou 

lorsque ceux-ci ne sont pas disponibles. C’est un examen non-invasif, qui se fait généralement 

au lit du patient (Figure 23). Il peut être fait de façon répété et en temps réel. Le principe du 

doppler transcrânien repose sur l’envoi d’ultrasons à travers les différentes fenêtre crâniennes 

telles que la fenêtre temporale pour observer les branches proximales de l’ACM (Aaslid et al., 

1982). Il permet notamment la surveillance de la recanalisation dans les heures suivant un AVC 

ischémique (Burgin et al., 2000). L’échelle de thrombolyse dans l’ischémie cérébrale 

(Thrombolysis in Brain Ischemia ou TIBI) pour le doppler transcrânien est utilisée pour le 

diagnostic d’occlusions et évaluer la recanalisation (Tsivgoulis et al., 2013).  

Le doppler transcrânien est d’ailleurs l’examen de référence pour l’observation en temps 

réel d’embolisation. Ainsi, des microemboli cérébrales peuvent apparaître au doppler chez les 

patients atteins des maladies cardio-vasculaires (Kargiotis et al., 2019). Elle permet donc de 

diagnostiquer la présence de microemboli, ce qui permet notamment d’établir l’étiologie de 

Figure 22 Artériographie cérébrale d’un patient présentant une occlusion de ACM droite avant et 

après recanalisation de l’artère (A, B) et dispositif de thrombectomie visible en artériographie 

(droite). 
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l’AVC ischémique. Cependant, cette technique est limitée à l’étude des branches proximales 

des artères intracrâniennes et ne permet pas d’observer les microthrombi formés au niveau de 

la microcirculation. 

Basée sur l’émission d’ultrasons, le doppler permet d’observer les signaux emboliques par les fenêtre 

trans-orbitales, trans-temporales et trans-foraminales du crâne. (Pan et al., 2022) 

 

2.1.3 Scanner 

Lorsqu’un patient est amené aux urgences pour suspicion d’AVC, le scanner, aussi appelé 

tomodensitométrie (TDM), est l’examen de premier recours (Benjamin et al., 2017), car c’est la 

technique d’imagerie la plus simple d’accès et qui offre des temps d’acquisition courts. C’est 

une technique multimodale dont le principe repose sur l’atténuation des rayons X envoyés par 

les tissus, elle est donc quantitative et la mesure du signal se fait en Unité Hounsfield (UH). On 

distingue la TDM sans injection d’agents de contraste, l’angioscanner, et le scanner de 

perfusion.  

Figure 23 Utilisation du doppler transcranien pour l’imagerie de l’AVC. 
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 Scanner sans injection d’agents de contraste 

Le scanner sans injection permet rapidement de distinguer si l’AVC est de nature ischémique 

ou hémorragique (Figure 24). Un AVC hémorragique est caractérisé par une hyperdensité de 

l’hématome intra ou extra-cérébral, dû à la grande quantité de protéines contenues dans 

l’hématome (Merino and Warach, 2010). Alors que les artères occluses apparaissent 

hyperdenses (Barber et al., 2001), l’AVC ischémique en phase aigüe va se caractériser au 

scanner par des hypodensités corticales (zone ischémique). En effet, l’œdème cytotoxique 

formé à un temps très précoce de l’AVC est produit par une entrée d’eau intracellulaire, après 

défaillance des canaux ioniques des cellules (Dzialowski et al., 2004). Ce déplacement du liquide 

du compartiment intravasculaire vers le compartiment parenchymateux, réduit la densité du 

tissu, ce qui se traduit par la perte d’atténuation des rayons X, soit une hypodensité au scanner.  

 

 

 

D’autre part, les artères qui apparaissent en hyperdensité démontrent la présence d’un 

thrombus intraluminal. Leur détection va dépendre de la composition du thrombus, plus ou 

moins riche en érythrocytes (Viltuznik et al., 2021). Les transformations hémorragiques après 

ischémie sont également visibles en hyperdensité. L’évaluation de la sévérité de l’ischémie 

observée au scanner repose sur un score : l’Alberta Stroke Program CT Scale (ASPECTS), qui 

Figure 24 Scanner sans injection démontrant une ischémie cérébrale (A) et une hémorragie 

cérébrale (B), avec hyperdensités de la MCA (flèche blanche).  

Images du livre Imagerie médicale et radiologique, 2015 
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augmente en fonction du nombre de territoires tissulaires lésés (Figure 25). Cette échelle est 

utilisée pour standardiser l’évaluation de l’étendue des lésions. 

 Plus le score est élevé, plus la lésion est étendue. (Dr Osamah A. A. Alwalid, Radiopaedia.org) 

 

 Angioscanner 

L’angioscanner consiste en l’injection d’un agent de contraste iodé en bolus pour visualiser 

la vascularisation depuis l’aorte jusqu’aux branches cérébrales distales des artères 

intracrâniennes (Pomerantz et al., 2006). Il possède une très bonne résolution spatiale, 

supérieure à beaucoup de séquence d’angiographie IRM. La présence d’un thrombus est 

identifiée par l’interruption de la progression du produit de contraste dans la vascularisation 

en aval (Figure 26). Cela permet de localiser précisément le caillot mais également de 

déterminer si le caillot est occlusif ou non (Lubezky et al., 1998). Par ailleurs, lorsque l’occlusion 

Figure 25 Représentation de différents territoires artériels utilisés pour déterminer le score 

ASPECTS. 
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est établie, et qu’un traitement thrombolytique ou endovasculaire est possible, l’angioscanner 

pré et post-traitement témoigne d’une recanalisation réussie ou non (Figure 26). 

Angioscanner d’un patient avec occlusion de l’ACM gauche (A). Images avant (B) et après (C) 

recanalisation de l’artère. (Ledezma and Wintermark, 2009) 

 Le scanner de perfusion 

Le scanner de perfusion est une technique quantitative de traçage de la cinétique d’un agent 

de contraste, similaire à l’angioscanner. Les images de perfusion sont acquises après injection 

intraveineuse d’un agent de contraste iodé, de façon dynamique. Le niveau de rehaussement 

des tissus, associé à la concentration d’agent de contraste injecté et des données de perfusion 

artérielle, donnent la possibilité d’établir de façon quantitative des cartes de perfusion 

cérébrale (Wintermark et al., 2006). Ces cartes sont construites en analysant différents 

paramètres de la perfusion (Figure 27, 28) : le débit sanguin cérébral (CBF), le volume sanguin 

cérébral (CBV) , le mean transit time (MTT ou temps moyen de transit), le time to peak (TTP ou 

temps pour arriver au signal maximal avec le produit de contraste) ou encore le time to 

maximum (Tmax ou temps au maximum de la fonction résiduelle). 

 

Figure 26 Angioscanner. 
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L’imagerie de perfusion permet d’obtenir d’important paramètres hémodynamiques, comme le TTP, 

MTT, CBV et CBF. Modifié de radiopaedia.org 

Le scanner de perfusion met en évidence les zones d’hypoperfusion cérébrale, par 

comparaison de la réduction du flux sanguin cérébral (CBF) et des zones hypoperfusées 

révélées avec le paramètre Tmax. On appelle cette différence entre le Tmax et le CBF le 

mismatch. Il correspond à la zone de pénombre ischémique, zone qui peut encore être sauvée 

si la perfusion est rétablie par traitement thrombolytique ou thrombectomie. Cette technique 

d’imagerie a notamment permis d’élargir les critères d’éligibilité pour la thrombectomie, en 

mettant en évidence les bénéfices d’une thrombectomie pour sauver la zone de pénombre 

(Albers et al., 2018).  

D’après (Wintermark et al., 2006) 

Figure 27 Paramètres de perfusion calculés après injection du produit de contraste. 

Figure 28 Cartes de perfusions cérébrales de patients admis pour un AVC ischémique. 
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Cependant, l’utilisation du scanner a montré quelques limitations dans la visualisation des 

lésions ischémiques à un temps aigüe (< 6 heures). L’apport de l’IRM, et particulièrement la 

séquence de diffusion IRM, présente une plus grande sensibilité pour visualiser la lésion de 

moins de 6 heures. 

2.1.4 IRM 

L’IRM est l’examen recommandé en cas de suspicion d’AVC, lorsque cela est possible (Haute 

Autorité de la Santé). Elle permet dans l’AVC ischémique de détecter la localisation, la taille et 

l’étendue de l’ischémie, ainsi que l’identification les tissus hypoperfusés. Le protocole 

d’imagerie IRM pour suspicion d’AVC ischémique comprend généralement l’imagerie 

pondérée en diffusion (diffusion weighted imaging ou DWI), imagerie par écho de gradient, 

imagerie pondérée en T2 avec inversion-récupération (Fluid Attenuated Inversion Recovery ou 

FLAIR), et l’angiographie par résonance magnétique (MRA).  

 IRM de diffusion 

La séquence IRM pondérée en diffusion permet un diagnostic sensible des lésions 

d’apparitions récentes. Dans les premières minutes de l’AVC, l’hypoperfusion après l’occlusion 

du vaisseau entraîne une perturbation des pompes ioniques présentes à la surface des cellules 

neuronales. Il y a alors une augmentation du liquide intracellulaire et diminution du liquide 

extracellulaire. Les molécules d’eau présentes dans l’espace extracellulaire ne diffusent plus 

aussi librement. Or, la séquence de diffusion est sensible aux mouvements des protons et donc 

des molécules d’eau (Figure 29). Elle est ainsi particulièrement utilisée pour révéler l’œdème 

cytotoxique après l’occlusion, à des temps très courts après l’occlusion. Elle peut également 

montrer les premiers évènements lors d’un AIT (Awad et al., 1986).  
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L 'IRM de diffusion permet de calculer un paramètre appelé coefficient apparent de diffusion 

(Apparent Diffusion Coefficient ou ADC).  Les lésions ischémiques observées en séquence 

pondérée en diffusion apparaitront hyperintenses et les hypointenses sur les cartes ADC 

(Figure 30).  

(Seghier et al., 2004) 

 

 

 

 

 

Figure 29 Principe de l'imagerie de diffusion. 

Les molécules d’eau diffusent librement dans l’espace extracellulaire dans un tissu sain. Cette 

diffusion est limitée dans un tissu ischémié. La réduction des mouvements des molécules d’eau est 

le phénomène observé en IRM de diffusion. 

Figure 30 Carte ADC avec hyposignaux dans la zone 

ischémiée (A) et  IRM de diffusion montrant la zone 

ischémiée en hypersignal (B). 
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 IRM de perfusion 

La séquence IRM pondérée en perfusion étudie les paramètres hémodynamiques cérébraux. 

Le principe de l’IRM de perfusion est l’acquisition dynamique d’images, pendant 60 secondes 

environ, immédiatement après l’injection d’un agent de contraste en bolus. Lorsque l’agent de 

contraste parvient au cerveau, il fait chuter le signal. Une perturbation de l’hémodynamique du 

tissu cérébral sera alors visible dans le cas d’un AVC ischémique. L’imagerie pondérée en 

perfusion, couplée à l’IRM de diffusion, permet d’évaluer la zone de pénombre via la différence 

entre les deux (mismatch) qui, comme expliqué précédemment, correspond aux zones de tissu 

parenchymateux qui peuvent être sauvés. Cette analyse a un intérêt dans la sélection des 

patients pour lesquels un traitement par thrombectomie et/ou thrombolyse serait bénéfique 

(Heiss, 2011). 

 IRM d’inversion-récupération FLAIR (T2) 

C’est une séquence pondérée en T2 dans laquelle les signaux liquidiens sont supprimés. 

Ainsi, le signal provenant du liquide céphalo-rachidien (LCR), qui apparaît normalement en 

hypersignal en séquence pondérée en T2, est atténué pour apparaître en hyposignal. Les 

artères apparaissent en séquence FLAIR avec une faible intensité, similaire à l’intensité du LCR. 

Lors d’un accident vasculaire à la phase hyperaigüe, les vaisseaux impactés peuvent apparaître 

en hypersignal. D’autre part, les tissus cérébraux ischémiés apparaissent en hyposignal environ 

6 heures après l’occlusion (Sorensen et al., 1996).  Ainsi, les disparités entre l’hypersignal visible 

en IRM de diffusion et l’hyposignal apparaissant en séquence FLAIR donnent une estimation 

du temps écoulé depuis l’occlusion (Thomalla et al., 2011, Figure 31).  
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Une ischémie est visible sur la séquence de diffusion, mais pas sur la séquence FLAIR. Ces images sont 

caractéristiques d’une lésion datant de moins de 4,5 heures. (Tisserand et al., 2014) 

 

De plus, elle peut mettre en évidence la perte d’étanchéité de la BHE, après injection d’un 

chélate de gadolinium qui va passer au travers de celle-ci (Lee et al., 2016). Or, ce phénomène 

est prédicateur d’un risque hémorragique pour les patients traités par thrombolyse.  

 

Figure 31 Séquences FLAIR et de diffusion. 
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 Angio-IRM 

L’angio-IRM est utilisée pour observer la vascularisation et la présence d’une occlusion, 

d’une sténose ou encore d’une dissection des vaisseaux cérébraux. On distingue l’angio-IRM 

avec injection d’agent de contraste (Contrast-Enhanced MRA), et l’angio-IRM par temps de vol 

(Time Of Flight ou TOF-MRA). La TOF-MRA, sans injection de produit de contraste, utilise la 

direction et vélocité du flux sanguin pour observer la vascularisation cérébrale (Figure 32). Cette 

dernière présente des limitations car elle ne permet pas de voir les artères dont le niveau de 

perfusion est fortement diminué, et peut induire un faux diagnostic d’occlusion de l’artère. 

C’est pourquoi l’angio-IRM avec injection de produit de contraste est le plus souvent utilisée 

pour évaluer la circulation cérébrale après un AVC. L’échelle « Thrombolysis in Cerebral 

Infarction » (TICI) permet de standardiser l’évaluation de cette perfusion après traitement 

(Higashida and Furlan, 2003). 

(González, 2017) 

 IRM pondérée en écho de gradient (T2*) 

La séquence pondérée en écho de gradient permet de discriminer les ischémies et les 

hémorragies. Cette séquence est pondérée en T2*, elle est donc sensible aux inhomogénéités 

de champs magnétiques locaux induits par la présence de fer dans le sang (Hayman et al., 

Figure 32 Images sous différents axes du système cardiovasculaire par angio-IRM  
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1991). De cette façon les hémorragies vont apparaître sous forme d’hyposignaux et il est donc 

facile de différencier AVC ischémiques et AVC hémorragiques (Figure 33). Cette séquence peut 

révéler les thrombi intraluminaux en raison de leur composition riche en désoxyhémoglobine 

paramagnétique (visibles en hyposignal en pondération T2*). Par ailleurs, l’utilisation d’agent 

de contraste dits « ferromagnétiques », composés de fer, offre de nombreuses possibilités dans 

l’imagerie biomédicale pour le ciblage moléculaire (voir 2.2.2 Imagerie moléculaire).  

(Li et al., 2018) 

 IRM pondérée de susceptibilité 

 C’est également une séquence pondérée en T2*. Les images sont produites en accentuant 

les différences de susceptibilité magnétique (Figure 34). Sa haute sensibilité pour diagnostiquer 

la présence de thrombus permet d’observer la présence de thrombi plus distaux dans les 

artères cérébrales et d’étudier leurs conséquences sur le devenir du patient (Gratz et al., 2015). 

Les images montrent les signaux de susceptibilité du vaisseau au niveau du segment M1-M2 de l'ACM 

(A). L'angio-IRM confirme la diminution de la perfusion distale du site d'occlusion (B). (Gratz et al., 2015) 

Figure 33 Image pondérée en écho de gradient d'un patient avec microhémorragies cérébrales. 

Figure 34 Imagerie de susceptibilité magnétique. 
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L’IRM est une technique de choix pour l’observation des microlésions et les évènements 

microvasculaires, notamment par les séquences pondérées en diffusion et de susceptibilité 

magnétique (T2*) qui permettent d’observer des évènements microvasculaires de l’orde du 

millimètre. Cependant, il reste difficile de distinguer la présence de microthrombi d’autres 

évènements microvasculaires tels que les microhémorragies, et des signaux physiologiques 

comme les espaces périvasculaires et les vaisseaux sanguins (Figure 35 ; van Veluw et al., 2017). 

Par conséquent, l’utilisation d’une technique permettant le ciblage spécifique des évenements 

microvasculaires, l’imagerie moléculaire, serait plus appropriée. 

 

Figure 35 Signaux physiologiques ressemblants à la microthrombose. Microhémorragies (A), 

Espaces périvasculaires (B), Vaisseaux sanguins (C). 

Extrait de (van Veluw et al., 2017). 
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2.2 Imagerie moléculaire et agents de contraste IRM 

2.2.1 Imagerie moléculaire 

L’imagerie moléculaire a été développée tout d’abord en médecine nucléaire par 

Tomographie par Emission de Positons (TEP). La TEP est une technique d’imagerie qui nécessite 

l’utilisation d’agents de contrastes radiomarqués (radiopharmaceutiques). Les rayonnements 

utilisés en TEP proviennent de la désintégration de l’isotope radioactif injecté qui conduira à 

l’émission de deux photons gamma dans deux directions opposées (Figure 36), c’est la 

détection en coïncidence de ces deux photons qui permet de localiser l’origine du signal et 

permet d’étudier de façon quantitative différents processus physiopathologiques.  

(Rudroff et al., 2015) 

De façon classique, les isotopes radioactifs sont greffés à une protéine d’intérêt, afin 

d’observer un processus physiologique ou pathologique en particulier. L’exemple le plus 

commun est l’utilisation du Fluor 18 (18F, isotope radioactif) inséré dans une molécule de 

glucose, formant le fluoro-déoxyglucose marqué au fluor 18 (18FDG) et synthétisé à la fin des 

Figure 36 Principe de la Tomographie par Emission de Positons 
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années 1970 (Reivich et al., 1979). L’injection du 18FDG met en évidence les cellules tumorales 

dans le corps, grâce à leur grande consommation en glucose.  

La TEP est également utilisée pour l’exploration dans les pathologies cérébrales (Figure 37): 

la perfusion cérébrale, la consommation métabolique ou encore la neurotransmission 

noradrénergique (Guedj, 2018). Et d’autres complexes formés avec des isotopes radioactifs ont 

par la suite été développés pour le ciblage direct de molécules. C’est le cas du radiotraceur 

composé B de Pittsburg marqué au Carbone 11 (carbon-11-labelled Pittsburgh compound B 

ou 11C-PiB) qui se fixe aux dépôts fibrillaires du peptide β-amyloïde, utilisés pour révéler les 

plaques amyloïdes dans la maladie d’Alzheimer (Rinne et al., 2010; Figure ).  

(Dreuille et al., 2004). 

La TEP reste la technique de choix pour l’imagerie moléculaire chez l’Homme et le petit 

animal, grâce à sa sensitivité et sa haute résolution temporelle. Cependant, l’utilisation de 

rayonnements ionisants, la faible résolution spatiale et la nécessité de synthétiser des 

radiopharmaceutiques peut freiner la généralisation de son utilisation en clinique, notamment 

pour des pathologies telles que l’AVC, qui nécessite une prise en charge dans l’urgence. 

Cependant, l’imagerie moléculaire n’est pas limitée à la TEP et de nombreuses avancées ont 

été faite dans le domaine de l’imagerie moléculaire IRM, destinées à une application clinique 

courante (Hengerer and Grimm, 2006). Elle reste pour l’instant, à l’état de recherche préclinique.  

Figure 37 Utilisation de la TEP dans différentes pathologies cérébrales. 
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L’IRM présente de nombreux avantages pour l’imagerie moléculaire. C’est une technique 

non-ionisantes, avec une très haute résolution spatiale de l’ordre du millimètre en IRM clinique 

(1.5T et 3T) et jusqu’à 50 µm avec les IRM de haut champs magnétique (7T et 9T), et une grande 

profondeur de pénétration dans les tissus. Mais l’IRM a une sensibilité intrinsèque faible, c’est-

à-dire qu’elle nécessite une amplification du signal ou l’utilisation de fortes concentrations 

d’agents de contraste (Gauberti et al., 2018).  

La visualisation de cibles moléculaires impliquées dans les processus pathologiques de 

l’AVC nécessitera donc l’utilisation d’agents de contraste en IRM. En résumé, ces agents de 

contraste modifie le temps de relaxation des protons tissulaires, c’est leur interaction avec 

ceux-ci qui modifie le signal IRM (Figure 38).  Il existe différents types d’agents de contraste 

utilisés classiquement en IRM : les paramagnétiques (rehaussement du signal) et 

superparamagnétiques (diminution du signal).   

D’après (Gauberti et al., 2014) 

 

2.2.2 Agents de contraste paramagnétiques 

Les agents de contrastes paramagnétiques agissent en diminuant le temps de relaxation, en 

T1, des noyaux d’hydrogène de l’eau présents à proximité. Ils sont également appelés agents 

de contraste « positifs » car ils entrainent le rehaussement du signal pondéré en T1. L’utilisation 

Figure 38 Effets de relaxation des paramètres T1 et T2 en IRM par les différents types d'agents 

de contraste. 
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d’agents de contraste paramagnétiques est courante en clinique et ils se composent de métaux 

lourds, dont le principal utilisé est le gadolinium (Gd3+). Le gadolinium appartient à la famille 

d'éléments chimiques des lanthanides. Sous sa forme ionique libre, il est hautement toxique 

pour l’organisme et n’est pas administrable à l’Homme. Il est nécessaire de séquestrer les ions 

Gd3+ dans des molécules ligands, les polyaminocarboxylates linéaires ou macrocycliques, pour 

être ainsi injecté en imagerie sous formes de chélates de gadolinium.  

Les chélates de gadolinium sont les plus courant en IRM, et sont utilisés dans environ 27 % 

des examens IRM (Rasschaert, 2019). Leur application principale se fait par injection 

intraveineuse, pour rehausser le signal au niveau des artères et des veines (Figure 39).  

D’après (Ozsarlak et al., 2004) 

Figure 39 Amélioration du signal IRM par injection de gadolinium pour obsrever la 

vascularisation cérébrale. 
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En IRM moléculaire, des nanoparticules de perfluoro-carbone contenant de grandes 

quantité de gadolinium et fonctionnalisées avec un ligand pour la fibrine ont été synthétisés 

pour le marquage spécifique des microthrombi formés à la surface de plaques d’athérosclérose 

(Flacke et al., 2001). Une équipe de recherche a également synthétisé un agent de contraste 

basé sur les chélates de gadolinium, pour l’IRM moléculaire des thrombi, en ciblant la fibrine 

(Overoye-Chan et al., 2008; Uppal et al., 2010; Figure 40). Néanmoins, ces techniques d’IRM 

moléculaire du thrombus ne présentent pas la sensibilité nécessaire pour observer de plus 

petits évenements vasculaires comme la microthrombose, et nécessiterait d’augmenter les 

doses injectées. 

D’après (Uppal et al., 2010) 

Les chélates de Gadolinium ont longtemps été considérés comme un agent de contraste 

pour l’IRM sûr et sans danger. Mais en 2006, plusieurs études ont mis en relation l’apparition 

de scléroses cutanées appelée fibrose systémique néphrogénique chez les patients dialysés et 

les insuffisants rénaux et hépatiques (Marckmann et al., 2006; Rogosnitzky and Branch, 2016). 

Plus récemment, il a également été mis en évidence l’accumulation de gadolinium dans le foie, 

les os, la peau et le tissu cérébral, après des injections répétées chez les patients sans 

dysfonction rénale (Kanda et al., 2015). Bien que le mécansime responsable de cette 

accumulation ne soit pas encore bien identifié, il est supposé que l’accumulation soient dû à 

une « déchélation » des complexes de gadolinium, moins stable sous leur forme linéaire que 

Figure 40 Observation à l’IRM de la thrombose dans un modèle animal d’AVC, après injection 

d’un agent de contraste paramagnétiques ciblant la fibrine. 
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macrocycliques. A l’heure actuelle, seul les chélates de gadolinium macrocyclique sont encore 

utilisés chez l’Homme. Les chélates linéaires se sont vu retirer leur AMM par l’agence 

européenne des médicaments (EMA) en 2018. Ces résultats suscitent un regain d’intérêt pour 

la recherche d’agents de contraste alternatif pour un usage à l’IRM.  

2.2.3 Agents de contraste superparamagnétiques 

A l’inverse des agents de contraste paramagnétique, les superparamagnétiques diminuent 

le temps de relaxation des noyaux autours en T2. Ainsi, ils entrainent une diminution du signal 

en pondération T2 et T2*, ils sont dits « négatifs ».  

Ils sont composés d’oxydes de fer ferreux (magnémite ; gamma-Fe2O3) et ferrique 

(magnétite ; Fe3O4). En fonction de leur taille, les nanoparticules peuvent être distinguées 

en superparamagnetic iron oxide (SPIO) et ultrasmall superparamagnetic iron oxide (USPIO). 

Leurs mécanismes d’élimination sont légèrement différents, car les SPIO sont éliminer par le 

système réticulo-endothélial (SRE) au niveau du foie et de la rate, et les USPIO se retrouvent 

pour une faible part dans les nœuds lymphatiques (Bourrinet et al., 2006). Le seuil de détection 

des nanoparticules composées d’oxydes de fer est très bas car il sont très riche en fer (une 

particule de 10 à 20 nm contient 5000 atomes de fer (Wang et al., 2001)). Ils présentent 

également d’autres caractéristiques intéressantes pour l’IRM moléculaire, comme de 

nombreuses méthodes de synthèse, avec des procédés de fabrication simples et peu coûteux. 

Après injection des (U)SPIO dans la circulation, et leur capture par les macrophages du SRE, 

ils se retrouvent en majorité dans le foie et la rate. C’est ainsi que s’est développée leur 

utilisation en clinique pour observer des tumeurs hépatiques et spléniques (imperméable à 

l’entrée des SPIO) (Hamm et al., 1994, Figure 41).  Une autre utilité est d’observer l’inflammation 

des plaques d’athérosclérose. Dans ce contexte, les macrophages capturent les SPIO et sont 

ensuite dirigés près des plaques d’athérosclérose pour répondre à l’inflammation (Kooi et al., 

2003).  
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Les SPIO injecté apparessent en hyposignal, après capture par les macrophages du foie.  

D’après (Hamm et al., 1994) 

Dans la sclérose en plaques, maladie auto-immune du système nerveux central, les 

différents stades de la maladie peuvent être caractérisés par le niveau d’inflammation, marquée 

par l’infiltration des macrophages après capture des SPIO (Maarouf et al., 2016).  

En alternative aux chélates de gadolinium, les SPIO peuvent être injectés par voie 

intraveineuse pour étudier les vaisseaux sanguins, grâce à leur effet (plus léger) sur la relaxation 

en T1 (Goyen, 2008). Cependant, les chélates de gadolinium macrocycliques restent très 

efficaces pour cette application et sont à l’heure actuelle le produit de contraste de référence 

pour cette application.  

Au cours des 30 dernières années, de nombreux agents de contraste superparamagnétiques 

ont été approuvés pour l’application clinique. Mais la plupart sont maintenant retirés du 

marché dû à un manque d’efficacité en comparaison à d’autres agents de contraste (Tableau 

2). 

 

 

Figure 41 IRM du foie avant (haut) et après (bas) injection de SPIO. 
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Nom commercial Cible clinique Mise sur le marché Statut 

Lumirem/Gastromark Tractus 

gastrointestinal 

Approuvée par la 

FDA (1996) 

Commercialisation 

Sinerem/Combidex Foie/ Nœuds 

lymphatiques 

/ Retrait de la demande 

d’autorisation 

Feridex Foie Approuvée par la 

FDA (1996) 

Retiré (2008) 

Resovist/Cliavist Foie Approuvée pour le 

marché europpéen 

Retiré (2009) 

Clariscan Foie / Retiré (2009) 

Tableau 2 Autorisation et commercialisation des oxydes de fer pour l'imagerie. 

 

2.2.4 Mécanismes de ciblage moléculaire 

De façon similaire aux agents de contrastes utilisés en TEP pour l’imagerie moléculaire, il est 

possible d’adresser les agents de contrastes à base d’oxydes de fer vers une cible moléculaire 

(Crețu et al., 2021). Dans ce but, il existe de nombreux types de revêtement des particules, et 

autant de cibles moléculaires impliquées dans des pathologies diverses. Les principales 

approches sont décrites dans la Figure 42 et les avantages et inconvéniants sont résumés dans 

le tableau 3. 

 

 

 

 

 



 

 

 

53 Introduction 

 

 

 

 

 

D’après (Cretu et al., 2021) 

Figure 42 Principaux revêtements utilisés pour la fonctionnalisation des particules 

d'oxydes de fer. 
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Tableau 3 Principaux avantages, inconvéniants et stratégies de fonctionnalisation de surface de 

particules organique et inorganiques.  

D’après (Daniel Mihai et al., 2019) 
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Par exemple, dans une publication de 2014, des nanoparticules composées d’oxydes de fer 

revêtus d’un peptide présentant une forte affinité pour la fibrine (CREKA) ont permis d’observer 

les  microthrombi dans un modèle d’ischémie-reperfusion chez le rat (Song et al., 2014).  

Les nombreuses possibilités de fonctionnalisation des nanoparticules associées aux 

revêtements utilisés, ont permis le développement des recherches sur l’association d’agent 

pharmacologiques à ces particules. Les oxydes de fer, conjugués à la fois à un ligand d’une 

cible moléculaire (pour le diagnostic), et à une molécule pour traiter un agent thérapeutique 

sont à la base d’une nouvelle approche médicale, appelée théragnostique. C’est le cas des SPIO 

conjugués avec du rtPA (agent thrombolytique), qui ciblent la fibrine pour le traitement de la 

thrombose (Heid et al., 2017).  

2.2.5 Microparticules d’oxydes de fer (MPIO) 

Les nanoparticules d’oxydes de fer ont donc été très utilisées dans des approches d’imagerie 

moléculaires, notamment pour le marquage de cellules telles que les macrophages, pour suivre 

la réaction inflammatoire impliquée dans plusieurs pathologies. Cependant, ce marquage n’est 

détectable en IRM que lorsqu’une grande quantité de nanoparticules est accumulée dans les 

cellules. Ainsi, afin d’augmenter la sensibilité du signal, des particules de fer de taille 

micrométriques (MPIO) ont été synthétisées.  

D’après (Shapiro et al., 2005) 

. 

Figure 43 MPIO de différentes tailles (8.5, 4.5, 2.79 µm) visible en imagerie de susceptibilité 

magnétique. 
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D’après Gauberti et al., 2014 (haut) et extrait de Alvares et al., 2017 (bas) 

Dû à leur concentration très riche en fer, les MPIO peuvent créer un signal jusqu’à 50 fois 

leur taille réelle sur une séquence pondérée en T2*, c’est le « blooming effect » (Figure 43,44), 

ce qui rend possible la visualisation d’une microparticule unique en IRM de haut champs 

(Shapiro et al., 2005). 

Shapiro et collaborateurs ont ainsi montré que le marquage des hépatocytes in vitro par les 

MPIO améliorait considérablement l’intensité du signal. 

Figure 44 Effets des différents agents de contraste sur les pondérations IRM, et concentration 

minimale détectable des principaux agents de contraste. 
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De plus, la taille des MPIO (>1µm) empêche leur capture non-spécifique par les cellules 

endothéliales de la paroi vasculaire et permet un meilleur ciblage des molécules 

endovasculaires. Cela représente un avantage considérable pour l’IRM moléculaire des 

maladies cardiovasculaires. D’autre part, les SPIO injectés dans l’imagerie de pathologies 

cérébrales ont montrés des problèmes d’accumulation au niveau du parenchyme cérébral 

proche des sites d’inflammations, car la BHE y est détériorée et laisse passer les particules de 

petites tailles (Debatisse et al., 2020). Ce n’est pas le cas pour les MPIO qui ne peuvent atteindre 

le parenchyme même lorsque la BHE est endommagée. La demi-vie des MPIO (<5 min) est 

également avantageuse car elle est beaucoup plus courte que celle des SPIO (Yang et al., 2010). 

L’accumulation dans le tissu cérébral via ce qui est appelé le phénomène d’augmentation de 

la rétention et de la perméabilité (Enhanced Permeability and Retention ou EPR), est donc 

impossible (Maeda, 2001).  

L’application des MPIO en imagerie moléculaire fût ensuite étendue à l’observation de 

l’inflammation dans les pathologies cérébrales telles que la maladie d’Alzheimer, la sclérose en 

plaques et l’ischémie cérébrale. Les MPIO sont ici conjugués avec un anticorps anti-VCAM1, 

molécules d’adhésion des cellules endothéliales, exprimées en cas d’inflammation (Montagne 

et al., 2012).  

Comme vu précédemment, le ciblage des thrombus des pathologies cardio-vasculaires a 

fait l’objet de développement de nanoparticules pour l’imagerie moléculaire. La faible intensité 

du signal cependant, a mené au développement de MPIO fonctionnalisés avec un anticorps 

ciblant un récepteur moléculaire des plaquettes (von zur Muhlen et al., 2008; Figure 45). Des 

MPIO fonctionnalisé avec un anticorps anti-LIBS (sites de liaison induits par les ligands au 

récepteurs GP IIb-IIIa) se fixent aux plaquettes des thrombi in vitro fixés dans l’agarose à l’IRM. 
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Cette étude a démontré le potentiel des MPIO pour la visualisation d’un thrombus en IRM 

moléculaire.  

D’après (von zur Muhlen et al., 2008) 

Mais les MPIO utilisés dans les précédentes études présentent un inconvénient majeur, ils 

ne sont pas biodégradables. Les MPIO commerciaux possèdent un revêtement composé de 

polyuréthane et polystyrène, qui empêche leur assimilation par l’organisme. Pendant leur 

élimination au niveau des macrophages spécifiques du foie, les cellules de Kupffer (Ilium et al., 

1982), les MPIO s’accumulent car ils ne peuvent pas être dégradés comme les SPIO par les 

lysosomes. C’est pour cette raison qu’une partie de mon projet de thèse a été portée sur le 

développement de MPIO biodégradables, qui pourrait permettre leur utilisation en clinique 

(Nkansah et al., 2011). 

2.2.6 MPIO biodégradables  

Selon cet objectif, plusieurs équipes ont mis au point la synthèse de MPIO en utilisant 

uniquement des composés compatibles à l’injection chez l’Homme, et déjà approuvé par la 

FDA dans d’autres composés pharmacologiques ou de diagnostic (Hamoudeh and Fessi, 2006).  

Dans une publication de Perez-Balderas et collaborateurs, la synthèse de microparticules 

par assemblage de SPIO a été proposée. L’objectif est de rendre possible la réduction des 

microparticules en nanoparticules pour qu’elles soient dégradées dans les lysosomes des 

cellules de Kupffer (Figure 46 ; Perez-Balderas et al., 2017). Les nanoparticules sont reliées entre 

elles par des séquences peptidiques, sensible aux enzymes de dégradation présentes dans le 

foie.  

Figure 45 MPIO fonctionnalisé avec des anticorps anti-LIBS dirigés contre les plaquettes de 

caillots fixés dans l'agarose à l'IRM. 
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D’après (Perez-Balderas et al., 2017) 

Les polymères biodégradables pour la synthèse de MPIO par ce procédé d’assemblage 

présentent donc l’avantage d’être compatible à l’utilisation clinique, mais également une 

meilleure relaxivité des particules par rapport au SPIO, à dose de fer équivalente, et une demi-

vie courte qui permet une élimination rapide et la possibilité de réaliser des injections répétées. 

La polydopamine (PDA) est un polymère très employé dans la synthèse de nanoparticules. 

La dopamine est une molécule qui présente à ses terminaisons des groupes catéchols et des 

groupes amines. L’idée d’utiliser ce polymère pour former un revêtement de nanoparticules 

provient de l’observation de ces groupes amines chez les protéines d’adhésions de la moule 

(Lee et al., 2007). La polymérisation de la dopamine se fait en condition alcaline et forme un 

film de PDA à la surface des nanoparticules. La PDA présente également l’avantage de 

permettre la conjugaison de ligands pour l’imagerie moléculaire via les amines primaires (Lee 

et al., 2009). 

Figure 46 IRM moléculaire de l’inflammation cérébrale par injection de microparticules d'oxydes 

de fer biodégradables et leur devenir dans l’organisme. 
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La synthèse de tels complexes est simple et peu coûteuse et crée des matériaux 

biocompatibles. Particulièrement, la synthèse de nanoparticules de PDA seules, est largement 

décrite dans la littérature et les méthodes permettent de contrôler la taille des particules sont 

connus (Zmerli et al., 2020). La PDA possède des régions sensibles au pH environnant, ainsi elle 

peut se dégrader après capture dans les lysosomes (Gu et al., 2015, Figure 47).  

D’après (Gu et al., 2015) 

Les différentes propriétés de la PDA décrites ci-dessus en font le candidat idéal pour être 

utilisé comme matrice biodégradable pour la synthèse de MPIO, et ainsi développer un agent 

de contraste d’IRM moléculaire qui combine une forte sensibilité de signal et la 

biocompatibilité, condition nécessaire pourl’administration en intraveineux chez l’homme. 

Figure 47 Nanoparticules d'oxydes de fer encapsulées dans la polydopamine. 
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Objectifs 

La microthrombose peut entraîner des dommages à long terme dans l’AVC ischémique. Les 

données sur la microthrombose sont pourtant faibles, une des raisons étant que les méthodes 

d’imagerie actuelles ne sont pas assez sensibles pour la détecter. Les avancées dans l’utilisation 

de l’imagerie moléculaire et le développement des agents de contrastes offrent la possibilité 

de cibler spécifiquement les microthrombi pour les diagnostiquer, puis les traiter.  

L’objectif principal de ma thèse est le développement de microparticules biodégradables, 

composées d’oxydes de fer, pour l’imagerie moléculaire de la microthrombose à l’IRM.  

Pour remplir cet objectif, l’agent de contraste synthétisé doit répondre à trois contraintes 

principales :  

- Le ciblage spécifique des thrombi et microthrombi ; 

- Présenter un signal suffisant pour limiter la dose d’oxydes de fer à injecter ; 

- Être composé de matériaux biodégradables, pour permettre la bonne élimination des 

particules.  

Dans ce but, la première partie de mes travaux de thèse a consisté à évaluer les caractères 

physico-chimiques (taille, charge à la surface, relaxivité) des microparticules synthétisées, puis 

le suivi des microparticules injectées chez des souris saines pour évaluer leur biodégradation.  

La seconde partie de mes travaux s’est concentrée sur le mécanisme de ciblage in vitro des 

microparticules, et la comparaison entre différentes microparticules, dans une chambre 

microfluidique, mimant les conditions hémodynamiques de formation de la microthrombose. 

Enfin la dernière partie fût centrer sur l’utilisation des microparticules pour l’imagerie 

moléculaire de la microthrombose en IRM, en utilisant un modèle murin d’AVC 

thromboembolique. Cette étude a pour but d’évaluer la cinétique des particules lorsqu’elles 

sont fixées au microthrombi, mais également d’observer la microthrombose et ses effets dans 

le modèle animal. J’ai ensuite observé la dynamique de la microthrombose lors d’un traitement 
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par thrombolyse avec de l’activateur tissulaire du plasminogène recombinant (rtPA), qui est le 

traitement de référence pour cette indication chez l’Homme.
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1) Caractéristiques physico-chimiques 

Pour répondre aux objectifs de ces travaux de thèse, la caractérisation des paramètres physico-

chimiques a tout d’abord consisté à mesurer le diamètre hydrodynamique et le potentiel zêta par 

diffusion dynamique de la lumière (Dynamic Light Scattering ou DLS). La relaxivité des microparticules a 

été mesurée en réalisant des fantômes : les microparticules à différentes concentrations en fer sont fixées 

dans un gel d’agarose, puis le signal IRM est mesuré selon différentes modalités (pondération en T1, T2, 

et T2*). Les temps de relaxation T1 et T2 de chaque échantillon ont été mesurés et les valeurs de relaxivité 

calculées ensuite selon la formule :  

       R = R0 + r x [Fe]  

R = taux de relaxation (1/T) (dans chaque échantillons) 

R0 = taux de relaxation dans une solution aqueuse (absence de particules) 

r = valeur de relaxivité 

[Fe] = concentration en fer de l’échantillon 

 

La biodégradation des particules synthétisées a été mesurée en IRM corps entier, à différents temps 

après injection par voie intraveineuse. A chaque temps (1h, 2 jours, 7 jours et 31 jours après injection), 

les tissus du foie ont été prélevés pour être observés en microscopie électronique et observer plus 

finement la dégradation des particules au sein de ceux-ci.  
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La deuxième étape a consisté en l’évaluation de la fixation in vitro des microparticules synthétisées. 

Pour cela, j’ai mis en place un système de microfluidique dans le laboratoire, selon les méthodes vues 

dans la littérature, qui permet de recréer des caillots dans une chambre microfluidique, à partir de sang 

humain de volontaires sains (partenariat avec l’EFS). L’injection de PHySIOMIC sans conjugaison à un 

ligand spécifique pour cibler les microthrombi, et observés par microscopie à fluorescence, a montré 

une fixation aux caillots dans la chambre et nous a amené à nous demander par quels méchanismes les 

microparticules se fixent aux microthrombi. Afin de répondre à cette question nous avons émis 

l’hypothèse que la couronne de protéine créée autour des microparticules lorsqu’elles sont en contact 

du sang humain pourrait jouer un rôle dans cette fixation.  

Or, d’après la littérature, nous savons que les groupes à la surface des particules modifient la 

couronne de protéine à la surface. C’est pourquoi nous utilisons dans cette expérimentation des 

particules formées à partir de résine de mélamine, pour leur similarité en terme de taille avec nos 

particules, fonctionnalisées soit avec des groupements amines (NH2) similaires aux PHySIOMIC, soit 

carboxyliques (COOH). Les principales caractéristiques des différentes particules sont résumées dans le 

tableau 2. 

Microparticules PHySIOMIC Melamine-NH2 Melamine-COOH 

Diamètre 

Hydrodynamique 
700 nm 1 µm 1 µm 

Fonctionnalisation NH2 NH2 COOH 

Fluo BSA-555 Rhodamine Nile’s Blue 

Potentiel Zêta -36,37 ± 2,45 mV -10,84 ± 0,58 mV -15,93 ± 0.33 mV 

 

2) Modèles animaux 

La troisième étape fut l’injection in vivo dans différents modèles d’AVC pratiqués dans notre 

laboratoire, chez la souris.  

- Modèle par injection de thrombine dans l’ACM : Il a déjà été décrit dans la littérature que le 

modèle par injection de thrombine forme, en plus d’un caillot proximal au niveau de l’ACM, une 

multitude de microthrombi distaux dans les artères.  
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- Modèle par application de chlorure d’aluminium : L’altération de la paroi de ACM, par 

application de chlorure d’aluminium, conduit à la formation d’un caillot. Le chlorure d’aluminium 

a été choisi en comparaison au chlorure de fer, afin d’éviter l’apparition d’artéfacts dû aux 

résidus de fer pouvant se déposer au moment de la chirurgie. Ce modèle nous servira de 

contrôle négatif, car celui-ci n’engendre pas la formation de microthrombi.  

 

- Modèle par insertion d’un monofilament jusqu’à l’ACM : Le monofilament est introduit par 

la carotide interne et remonté jusqu’à la bifurcation de l’ACM. Selon la littérature, ce modèle 

induit la formation d’une microthrombose secondaire pouvant correspondre au phénomène de 

no-reflow décrit plus tôt dans l’introduction.  

 

- Modèle de compression de l’ACM ou modèle d’AIT : ce modèle a été envisagé pour 

déterminer si celui-ci induit une microthrombose secondaire. Il est également intéressant car 

nous avons vu que les AIT, bien qu’ils ne présentent pas de lésion ischémique, sont associées à 

l’apparition de troubles cognitifs et de démences.  

 

- Modèle d’apoptose par injection intrastriatale de staurosporine : est également utilisé, dans 

le but de montrer que les particules sont capables de marquer la thrombose générée par une 

voie différente de la thrombine.  

 

3) Imagerie  

Pour chacun de ces modèles, la microthrombose sera observée par imagerie IRM, avec l’utilisation 

d’une séquence pondérée en T2*, sensible au fer. Dans les protocoles où nous cherchons à observer la 

taille de lésion, une séquence pondérée en T2 est utilisée et l’occlusion et la restauration du flux sanguin 

de l’ACM est observée par angiographie. 

- Séquence pondérée en T2* (PHySIOMIC) : Nous réaliserons une acquisition avant et après 

injection des microparticules afin de discriminer les hyposignaux induits spécifiquement par les 

PHYSIOMIC, d’autres hyposignaux pouvant apparaître après chirurgie (comme la présence de 

déoxyhémoglobine dans les vaisseaux). Dans tous les modèles murins utilisées, l’injection des 

PHYSIOMIC se fera 30 min après la chirurgie, excepté pour le modèle par insertion de filament, 
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pour lequel nous testerons l’injection de PHySIOMIC à différents temps, ne sachant pas à quel 

temps précis nous pourrons observer la microthrombose secondaire.  

 

- Séquence pondérée en T2 (Taille de lésion) : La taille de lésion est un paramètre important 

dans les modèles d’AVC car elle représente la zone du cerveau impactée par l’occlusion. Elle est 

mesurée dans beaucoup d’études pour l’évaluation de nouveaux traitements. Nous la 

mesurerons à l’aide d’une séquence pondérée en T2, 24h après la chirurgie.  

 

- Angiographie IRM (Flux sanguin) : Enfin, des angiographies IRM seront réalisées 

parallèlement aux autres acquisitions IRM. Le but est d’observer le flux sanguin au niveau de 

l’ACM pour évaluer la recanalisation.  
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Abstract 

The aim of current ischemic stroke treatments is to achieve reperfusion of the occluded 

vessels via thrombolysis, combined or not with thrombectomy. However, even when a full 

recanalisation is obtained, incomplete reperfusion of the downstream vascularisation is often 

observed. This is correlated with the presence of microthrombi in the vessels of the infarcted 

area. Microthrombi are suspected to contribute to dementia and cognitive decline and are 

currently misdiagnosed due to the absence of precise methods. Our purpose is to design a 

novel contrast agent to detect microthrombi during acute ischemic stroke in magnetic 

resonance imaging (MRI). Microparticles were synthesized using SPIO clustered in a 

polydopamine matrix. The PHySIOMIC microparticles (Polydopamine Hybridized Self-

assembled Iron Oxide Mussel Inspired Clusters) obtained were characterized with dynamic 

Light Scattering, Optical and Transmission Electron Microscopy and microthrombi targeting 

was studied in microfluidic chambers. The PHySIOMIC contrast agent was then tested in a 

mouse model of ischemic stroke, induced by intra-arterial thrombin injection. Susceptibility 

weighted sequence (T2*) was used in a preclinical MRI scanner to detect the particles in the 

brain microvasculature and study the evolution of the signal over time, as well as its variation 

during thrombolysis.  Biodegradability was investigated with MRI and histology of the liver and 

spleen. Our results demonstrate that PHySIOMIC generate a hyposignal on T2*-weighted 

sequences indicating the presence of microthrombi, confirmed with histological findings. The 

signal void area formed correlates with lesion sizes observed at 24h. Mice injected with a 

thrombolytic agent showed a hyposignal loss, suggesting a degradation of some microthrombi 

with thrombolysis. Biocompatibility study demonstrate that the particles are taken up by the 

Mononuclear phagocyte system. Progressive degradation is observed in the liver and spleen 

over 1 month. PHySIOMIC particles enable the detection of microthrombi during the acute 

phase of ischemic stroke with a molecular MRI strategy. They constitute a promising tool to 

monitor thrombolysis and assess a successful reperfusion of microvessels.   
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Introduction 

 

Acute ischemic stroke (AIS) is caused by the occlusion of a cerebral artery by a thrombus and is the 

leading cause of acquire disability among adults and the second cause of dementia worldwide. Current 

strategy for recanalisation of the occluded artery are thrombolysis and mechanical thrombectomy (MT). 

Thrombolysis consist in the administration of recombinant tissue-type Plasminogen Activator (rtPA, 

ACTILYSE®) and is mostly limited to a 4.5 hours therapeutic window after symptoms onset. Due to its 

many contraindications and side effects (in particular hemorrhagic transformations), rtPA is only 

available to less than 10% of the patients admitted in the hospital for AIS1. Since 2015 and the 

publication of numerous clinical trials that prove the benefit of recanalisation with MT2–5, this treatment 

has now been incorporated into the standard of care for patients with AIS.  MT can be used either in 

combination or as an alternative of thrombolysis, thereby increasing the number of AIS patients eligible 

to treatment. However, microembolic signals are found in patients treated with thrombolysis6,7, and for 

14 to 20% of patients who underwent MT we observe a microfragmentation of the proximal thrombus, 

i.e. microthrombi, that moves in the distal microvascularisation8. The presence of microthrombi despite 

a successful recanalisation of the occluded artery is associated with a risk of dementia and poor 

outcome9–11. In addition, it has been demonstrated in animal models, that reperfusion of the 

microvascularisation improve stroke outcome12. These elements revive the debate on the need to 

visualize microthrombi after AIS to guide the treatment. Unfortunately, visualization of microthrombi 

in the cerebral vascularization with standard imaging method remains challenging because of their small 

size, even with recent development of high-resolution diffusion weighted imaging (DWI) in MRI to 

visualize distal emboli or the use of transcranial Doppler13. Although recently new contrast agents have 

been synthesized to better visualize thrombi in MRI and CT14,15, they are not sensitive enough to reveal 

microthrombi.  

Superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIO) are a contrast agent in MRI, approved for human 

administration mainly for patient with iron-deficient anemia (Feraheme®)16, in development for lymph 

node imaging17, in hyperthermia for cancer therapy18 and in a large number of clinical trials. Their long 

half-life, low toxicity and biocompatible properties are engaging for microthrombi-targeted imaging.  
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However, the size of the particles limits their use for target-specific binding combined to a good signal 

in MRI19.  

Polydopamine is a bio-inspired polymer of interest in the bioengineering and biomedical field. Under 

alkaline condition, and in presence of oxygen, dopamine polymerize into polydopamine. Its properties 

are investigated since a decade as potential tool for anti-cancer drug delivery and diagnostic imaging20–

22. Beside its biocompatible properties, polydopamine offers many advantages for microparticles design 

such as a high affinity for metal oxide23, an easy functionalization of the surface due to its numerous 

functional groups for targeting moieties, and it has simple preparation protocols. All of its characteristics 

shows a perfect candidate for microparticles synthesis with high loading capacity.  

In this paper, we use polydopamine to encapsulate commercial SPIO and detect microthrombosis in 

MRI, in different mouse models of AIS. We demonstrate that Polydopamine Hybridized Self-assembled 

Iron Oxide Clusters (PHySIOMIC) fixate on microthrombi and efficiently reveal their presence in AIS 

models on T2* weighted MRI scans. The obtained MRI hyposignal is predictive of lesion size. We 

evaluate microvascular thrombosis after a reference treatment and verify the biocompatibility and 

biodegradability of the PHySIOMIC particles. 
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Materials and Methods 

 

Preparation and characterization of PHySIOMIC microparticles 

Microparticles synthesis and surface functionalization 

PHySIOMIC microparticles were synthetized in a self-assembly method by mixing SPIO and dopamine. 

SPIO particles (Vivotrax, Magnetic Insight Inc.) are composed of iron oxide with a dextran coating, the 

same composition as Resovist contrast agent, clinically authorized SPIO particles until 2009. Briefly, 

200 µL of a SPIO nanoparticle solution (5.5 mg.mL-1) is mixed with dopamine (10 mg.mL-1, Sigma 

Aldrich) in a TRIS buffer (10 mM, pH 8.8). A reaction of polymerisation of dopamine into 

polydopamine occurs under constant agitation at room temperature for 24h, as described elsewhere24. 

Polymerization reaction is stopped by washing microparticles in a phosphate buffer (10 mM, pH 8.8) 

using a separating magnet (PolyATtract® System 1000 Magnetic Separation Stand, Promega). The 

solution is placed under sonication (Ultrasonic Probe Sonicator, Hielscher®) at high intensity during 10 

min to obtain microparticles of requested size. For in vivo injection, microparticles are washed and 

resupsended in a mannitol buffer (0.3 M, pH 7.4).  

PHySIOMIC were functionalized for in vitro experiment with Bovine Serum Albumine (BSA) 

conjugated with Alexa Fluor™ 555 (0.5 mg.mL-1M, Invitrogen™). PHySIOMIC are washed in a 

phosphate buffer 0.1 M and BSA is added at an 1:5 volume ratio. The reaction is left overnight, under 

constant agitation at 37°C. The particles are washed and resuspended in PB 10 mM. All microparticles 

solution are kept under agitation at 4°C until used. 

Commercial microparticles based on melamine resin (Sigma-Aldrich) with amine (Rhodamine B-

marked) or carboxylic termaisons (Nile Blue-marked) are prepared for the microfluidic experiment at 

1:100 volume ratio. 
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Size, particle concentration  and zeta potential measurement 

Dynamic light scattering (DLS) measurements were carried out on a Zeta sizer Ultra (Malvern 

Panalytical®). Microparticles are diluted in a phosphate buffer (10 mM) and average hydrodynamic 

diameter, polydispersity index (PDI) and particle concentration measurements were determined at 25°C. 

Zeta potential measurements were acquired using the same equipment, with a detection angle of 17°  in 

a 10−3 M KCl sample dispersion. 

Determination of iron concentration with ferrozine assay 

Total iron was quantified using a modified version of the ferrozine colorimetric assay25. 500 μL of 2N 

HCL was added to 500 μL of sample lysate. The iron standards were prepared using growing 

concentrations of FeCl2. Samples were incubated overnight and mixed with iron detection reagent (37.5 

µL of 5mM ferrozine, 60 µL of ammonium acetate 30% and 30µL of ascorbic acid 30% ; Sigma-

Aldrich). Equal volumes of the test and standard samples were deposited into a 96-well microplate in 

duplicates and absorbance was read at 560 nm using a microplate reader (ELx808 Absorbance Reader, 

Biotek Instruments).  

Transmission Electron Microscopy 

For observation of SPIO or PHysIOMIC in suspension, a droplet of particles was deposited on a 

hydrophilized 400-mesh grid. For observation of liver sections, small samples were harvested from the 

biocompatibility study were fixated in a 2.5% glutaraldehyde in 0.1M cacodylate buffer (Sigma), then 

dehydrated in progressive bath of ethanol (5, 40, 60, 80, 100%), replaced finally by acetone and 

embedded in a Epon resin mixture. After 20 hours of polymerization at 60°C, the coverslip were then 

separated from the cell’s resin bloc and polymerization continued for 28 hours. Slices of  250 nm were 

obtained using an ultramicrotome (Leica ultracut R). SPIO, PHysIOMIC and liver sections images were 

taken an ORIUS 200 digital camera on a JEM 1011 transmission electron microscope. Samples 

treatment and image acquisition were performed at CMAbio3 (Centre de Microscopie Appliquée à la 

Biologie, Biological Microscopy Facility Center UFR des Sciences, SF 4206 ICORE, University of 

Caen Normandie). 
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Relaxivity measurements 

Samples of PHySIOMIC and SPIO at growing concentrations (0, 0.72, 1.43, 2.15, 2.86, 3.58 mM) were 

prepared. Samples are diluted in a TAE buffer (40 mM Tris-acetate, 1mM EDTA) with 2% agarose after 

heating until boiling of the solution, and dispose in 500µL eppendorf. Device with particles samples 

was place at the center of a BioSpec 7-T TEP-MRI (Bruker, Germany). R1 relaxivity was calculated 

from T1 mapping using flow-sensitive alternating inversion recovery–rapid acquisition with relaxation 

enhancement (FAIR-RARE) sequence with repetition time (TR) = 3000 ms and inversion time ranging 

from 6.5 to 2000 ms, R2 relaxivity was obtained from T2 mapping using multislice multiecho (MSME) 

sequence with TR = 4000 ms and echo time (TE) ranging from 3.65 to 51.11 ms, and R2* relaxivity 

from T2* mapping using multigradient echo sequence with TR = 4000 ms and TE ranging from 2 to 

17.47 ms. 

 

Microfluidic experiment 

Microfluidic experiment was conducted using an ibidi pump system to control the blood flow through a 

microfluidic channel (μ-slide VI 0.4, ibidi) to reproduce microthrombosis in vitro. First, the microfluidic 

channel was incubated with collagen from calf skin (Sigma) and left at room temperature for an hour. 

Whole blood collected on citrate from healthy volunteers was provided by Etablissement Français du 

Sang (EFS, Caen, France). Platelets of collected blood were stained using DiOC6 intracellular probe (1 

µg.mL-1, Abcam).  Blood was perfused through the microfluidic channel, reproducing an endothelial 

damage in the vasculature, at a shear rate of 500 s-1 according to previous study26. The collagen coating 

induced platelet aggregation, and the formation of microthrombi that could be observed in the AF488 

channel with a confocal microscope (Leica). After extended washing of the blood, 200 µL of a 

preparation of microparticles (PHySIOMIC or melamine microparticles) suqpended in either phosphate 

buffer or blood was injected into the chamber with concentrations calculated to 1 mg[Fe].kg-1 , for 

PHySIOMIC, and observed in the corresponding fluorescence channel.  
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Animals 

All studies were conducted on male Swiss mice (age 8-10 weeks ; weight 35-45g ; CURB, Caen, France) 

in accordance with European communities Council (Directives of November 24, 1986 (86/609/EEC) 

and French Legislation (act no, 87-848) on Animal Experimentation and validated by the local ethical 

committee of Normandy (CENOMEXA). Mice were housed in a temperature-controlled room on a 12-

hour light/12-hour dark cycle with food and water ad libitum. Before surgery, mice were deeply 

anesthetized with isoflurane 5% in a 70/30 gas mixture (NO2/O2) and maintained under anaesthesia with 

2% isoflurane in a 50/50 gas mixture (NO2/O2). To avoid any pain due to surgery, mice were injected 

subcutaneously with buprenorphine (Buprecare®, 0.1 mg/kg), 20 minutes before. Animals’ temperature 

was maintained at 37 ± 0.5°C throughout the surgical procedures using a feedback-regulated heating 

system with a rectal probe. A catheter was inserted into the tail vein of mice for intravenous 

administration of contrast agent or treatments. After surgery, animals were allowed to recover in a clean 

heated cage.  

In vivo biodegradation of PHySIOMIC and SPIO 

PHySIOMIC or SPIO particles were administered to naïve male Swiss mice (8 weeks, n = 5 per group). 

At different time after injection (1 hour, 2, 7 and 31 days), T2-weighted images (RARE sequence, FOV 

: 4 x 4 mm, TR/TE = 3000 ms/50 ms) were acquired on a BioSpec 7-T TEP-MRI system with a volume 

coil resonator (Bruker, Germany). At each steps, mice were deeply anesthetized with 5% isoflurane (in 

a 70/30 gaz mixture N2O/O2) and transcardiacly perfused with saline. Organs of interest (lungs, liver, 

kidneys, spleen) were harvested and post-fixated in paraformaldehyde for 24h and stored for 

transmission electron microscopy.  

 

Mouse Models 

Middle Cerebral Artery Occlusion (MCAO) with thrombin or AlCl3 
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As described in Orset et al 27, mice were placed in a stereotaxic device, the skin between the right eye 

and the right ear was incised and the temporal muscle was retracted. We performed a small craniotomy 

followed by the excision of the dura, to expose the middle cerebral artery (MCA). A home-made glass 

micropipette was introduced into the lumen of the MCA and 1µL of purified murine alpha-thrombin (1 

UE ; Stago BNL) was pneumatically injected to induce the in situ formation of the clot. The pipette is 

removed 10 minutes after the injection at which time the clot was stabilized. For the aluminium chloride 

model (AlCl3), the MCA was exposed and AlCl3 (Sigma-Aldrich) was topically applied on the artery (as 

previously described 28). To study the effects of thrombolysis on microthrombosis, mice received 

intravenous administration of rtPA (10mg.kg-1 in 200µL ; Actilyse) as 10% bolus and 90% perfusion 

over 40 minutes. The control group received the same volume of saline under the same conditions.  

Exclusion criteria 

Mie were excluded in case of death during the experimental procedure, technical problems, or 

heamorrage, or if mice presented a lesion size superior to 35 mm² or inferior to 10 mm² (without injection 

of a thrombolytic agent). 

 

Magnetic Resonance Imaging (MRI) 

In vivo experiments on stroke imaging were carried out on a Pharmascan 7 T/12 cm system with surface 

coils (Brüker, Germany).  Magnetic resonance angiographies (MRA) were performed  using a 2D-TOF 

sequence (TE/TR 5/12ms).  A T1-weighted rapid acquisition with relaxation enhancement (RARE) 

sequence was used to obtain anatomical images (TE/TR 9/1200ms, with 70 x 70 x 500 µm3 spatial 

resolution. T2-weighted images were acquired using a multi-slice multi-echo (MSME) 

sequence (TE/TR 50/3000ms with 70 x 70 x 500 µm3 spatial resolution. 3D T2*-weighted gradient echo 

imaging with flow compensation (GEFC, spatial resolution of 93 x 70 x 70 µm interpolated to an 

isotropic resolution of 70µm) with TE/TR 9/50 ms and a flip angle of 15° was performed to visualize 

PhySIOMICs. Diffusion-weighted images (DWI) were acquired using a standard spin echo imaging 

modified with a Stejskal-Tanner gradient scheme (TE/TR 38ms/2000ms, with 75 x 75 x 500 µm3 spatial 

resolution, giving an in plane resolution of 100x78mm, slice thickness of 0.75mm, one direction 
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diffusion gradient (in the frequency encoding direction) with a b factor of 1000s/mm2 and one 

averaging. For perfusion-weighted imaging, a gradient-echo fast imaging with steady-state precession 

sequence was used, with TR/TE, 10/5 ms (FA of 8°), temporal resolution of 911 ms and spatial 

resolution of 100 x 100 x 75 µm3 (half-scan). Mice were injected with 30µL of 0.5M solution of Dotarem 

(Guerbet, France) during repetitive image acquisitions 29.   

Image Analysis 

All MRI analysis were performed blinded to the experimental data. Analysis of the MCA MRA were 

performed using the score : 2 : normal appearance, 1 : partial occlusion, 0 : complete occlusion of the 

MCA. All T2*-weighted images presented in this study are minimum intensity projections of 4 

consecutive slices (yielding a Z resolution of 600 µm), obtained with Image J software. Perfusion index 

was calculated by measurement of the ratio of ipsilateral and contralateral intensities as described 

previously30, using a in-house-created macro, and signal intensity ratios were measured by drawing the 

region of interest in the liver, spleen, kidney, over the signal intensity of paravertebral muscles as 

reference, in ImageJ. Lesion sizes on T2-weighted images and signal void on T2*-weighted images were 

quantified using Slicer software (v1.45r). Signal void quantification on 3D T2*-weighted images, and 

3D representation of PhySIOMIC-induced hyposignal were realised using the segmentation and 

thresholding module on Slicer software (v4.11). Results are presented as volume of particles-induced 

signal void, or area of signal void (in mm3).  

Immunohistochemistry  

Deeply anesthetized mice were perfused transcardially with saline followed by a fixative solution (4% 

paraformaldehyde in phosphate buffer) at a physiological rate (8 mL.min-1) with a peristaltic pump. 

Brains and liver were post-fixed (24h, 4°C) and cryoprotected (20% sucrose, 24h, 4°C) before freezing 

in Tissue-Tek (Miles Scientific). Coronal brain sections (10µm) were co-incubeted with anti-

fibrinogen/fibrin (1:1000 ; sheep antiserum againt fibrinogen prepared at the National institute for 

agronomic research, France), platelet-specific marker anti-CD41 (1:1000 ; BD Biosciences), and anti-

vWF (1:800 ; Fisher). Primary antibodies were revealed using Fab’2 fragments of donkey anti-rat, goat, 
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sheep IgG linked to FITC, TRITC or DyLight 629 (1:800, Jackson ImmunoResearch, USA). The 

specificity of immunostainings was checked by showing the absence of staining when primary 

antibodies were omitted. Images were digitally captured using a Leica DM6000 microscope-coopled 

coolsnap camera, visualized with MetaVue 5.0 software.  

Histological Preparation of Heart, Lung, Spleen, Liver, and Kidney 

Perls’ Prussian Blue Iron Kit stains (Leica Biosystems) were used to detect and identify ferric (Fe3+) 

iron residue of PhySIOMIC particles in brain sections (10µm). Images were further processed using 

QuPath and ImageJ.  

Statistical Analysis 

All results are presented as mean ± Standard Error of the Mean (SEM). Statistical analysis were 

performed blinded to the experimental groups, using Graph Pad Prism software (v8.0). We assumed 

normality of the data distribution with Shapiro-Wilk test. Independent samples t-tests or one-tailed 

paired t-test were used for comparisons between two groups. Non-parametric data were analysed by 

Mann-Whitney and Wilcoxon test. One-way ANOVA, Kruskal-Wallis and Friedman test, with Tukey’s 

multiple comparisons test were used for comparing more than two groups. Linear regression was used 

to model relationship between variables. Differences were considered statistically significant if 

probability value p < 0.05.  
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Results and Discussion 

1. PHySIOMICs synthesis and physico-chemical properties determination 

We designed microparticles of superparamagnetic iron oxide (SPIO) clustered in polydopamine by 

employing a self-polymerization process as described in Figure 1A. The SPIO are clustered in the 

polydopamine matrix during the polymerization step in alkaline conditions. The sonication of the 

solution creates microparticles we called Polydopamine Hybridized Self-assemble Iron Oxide Clusters 

or PHySIOMIC. We verified the clusterization of SPIO into PHySIOMIC by measuring the 

hydrodynamic diameter (HD) of the particles (Table 1). Dynamic Light Scattering (DLS) measurement 

of PHySIOMIC shows an average HD of 753.7 ± 47.5 nm and a Polydispersity Index (PDI) of 0.22 ± 

0.19 and SPIO an average HD of 78.53 ± 11.30 nm and PDI of 0.21 ± 0.04 (Table 1). PHySIOMIC 

particles structure were observed by Transmission Electron Microscopy (TEM) confirming the 

clusterization of SPIO inside the polydopamine matrix (Fig 1B). Iron quantification in equal volume 

and dilution of either SPIO or PHySIOMIC shows no differences (Table 1) and suggest that the majority 

of iron is conserved through the process of microparticles synthesis. PHySIOMIC exhibit a negative 

zeta potential of  -36.37 ± 2.45 mV (Table 1), in agreement with what has been observed experimentally 

in the literature with polydopamine particles22, and lead to less particle aggregation, whilst zeta potential 

of SPIO in less negative (-11.09 ± 1.56 mV). This difference can be attributed to the presence of carboxyl 

groups on the dextran perimeter of the SPIO particles31. The potential of PHySIOMIC as a T2*-weighted 

MRI contrast agent was evaluated by measuring relaxation rate and establish the relaxivity (R2*) with 

a 7T magnet. PHySIOMIC appear more hypointense than SPIO particles while iron contents are kept 

equal (Fig 1D) and translate in a relaxivity value almost two fold than SPIO particles (Table 1) for T2*-

weighted imaging. This result shows that PHySIOMIC are highly sensitive to T2*-weighted MRI 

imaging, even at small concentration, and is attributed to the fact that larger particles creates greater 

magnetic moment32. Regarding T1 and T2-weighted imaging, PHySIOMIC relaxation rates are 

respectively lower and equal to SPIO (Fig S1, Table1). 
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2. MRI and TEM follow-up of PHySIOMIC degradation  

Our next concern was to evaluate the correct biodegradation of PHySIOMIC in the body. To this aim 

we injected a high concentration of particles (4 mg of iron.kg-1), and compared it to biodegradation of 

the SPIO particles (Vivotrax, Magnetic Insight Inc.). Whole-body MRI was performed before and 

shortly after injection of PHySIOMIC or SPIO suspensions. Signal enhancement was monitored in the 

liver, spleen and kidney at 2, 7 and 31 days after injection. Both PHySIOMIC and SPIO particles induced 

a strong hyposignal within the liver and the spleen (Fig 2A) which is in line with a rapid elimination of 

particles from the blood compartment, captured by the mononuclear phagocyte system ; in the Kupffer 

cells of the liver19 and resident macrophages of the spleen.  As no significant differences between 

PHySIOMIC and SPIO are observed, the results are leading toward a successful bioelimination of 

PHySIOMIC, as well as SPIO particles, inside the liver and spleen at one month after injection. There 

is a residual hyposignal after 31D post injection in the spleen for both type of particles that may be 

explained by the degradation of iron oxide into iron-rich ferritin proteins, mainly accumulated in the 

spleen18. After the injection of SPIO particles, we can observe a decrease of the signal in the kidneys, 

while no change was observed with PHySIOMIC (Fig 2B). PHySIOMIC presenting a larger 

hydrodynamic diameter do not pass through the renal clearance barrier for elimination.33 This might 

implicate that PHySIOMIC particles would not be contraindicated for patients with kidney deficiencies, 

as it was the case for some SPIO nanoparticles. 

For further investigation of PHySIOMIC biotransformation in the liver, the liver of the mice were 

collected at the same time points as MRI and observed in transmission electron microscopy (TEM) (Fig 

2C). As expected, PHySIOMIC are found in the Kupffer cells of the liver after injection and the 

biotransformation can be witnessed in the lysosome of the cells. Over time, we can see a degradation of 

the structure of the particles inside the lysosomes, consistent with the loss of superparamagnetic 

properties seen in MRI images. Altogether, the results of the biodegradation study indicate a 

deterioration of the polydopamine matrix due to the low pH, and enzymes presence in the lysosomes19 

and subsequent elimination of iron oxide into iron-rich ferritin proteins, hence a restoration to the iron 

pool of the body.  
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3. In vitro test and investigation on particle fixation on microthrombi 

For in vitro investigation of PHySIOMIC fixation on microthrombi, we used microfluidics as described 

in Fig 3A. PHySIOMIC were labelled with bovine serum albumin conjugated with an Alexa Fluor 555 

dye (PHySIOMIC@BSA-555) on the surface to be observed in fluorescence. The result shows that 

PHySIOMIC@BSA-555 fixate on the in vitro-created microthrombi formed into the microfluidic 

chamber (Fig 3B) when injected with human blood. For a better understanding of the targeting 

mechanism, we used commercial micrometric particles in order to have a clear fluorescence signal and 

a clean surface functionalisation. We worked with microparticles composed of resin melamine (with 

surface amine groups), described here as Melamine-NH2, or carboxylate-modified resin melamine (with 

surface carboxylic groups), described as Melamine-COOH. Previous studies have reported that surface 

functionalization on nanoparticles influence their properties, related to the adsorption of plasma proteins 

present in the blood onto their surface, forming a protein corona (PC)34. First, we injected both type of 

melamine microparticles in a phosphate buffer (PB). The result shows no significant differences between 

Melamine-NH2 and Melamine-COOH. When injected microparticles in whole human blood, the number 

of Melamine-NH2 attached to microthrombi exhibit a 2-fold increase (95 per mm²) compared to 

Melamine-COOH (34 per mm²) (Fig 3C), showing that surface functional group impact microparticles 

fixation, only when injected in blood. Hence, we can infer that the PC on the surface of PHySIOMIC 

plays a role in the fixation of the particles on microthrombi. Further investigations should be done on 

the composition of different protein coronas on PHySIOMIC, Melamine-NH2 and Melamine-COOH, 

to understand which proteins influence the fixation on microthrombi in our study, using liquid 

chromatography mass spectrometry (LC MS)35. 

 

4. Revealing microthrombosis in a stroke mouse model using PHySIOMIC injection in 

MRI 
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The presence of microthrombosis in ischemic stroke was studied in vivo in a mouse model of 

thromboembolic stroke. The thrombin injected in the middle cerebral artery (MCA) in order to create a 

thrombus at the bifurcation of the artery also flows in the downstream microvasculature and induce the 

formation of microthrombi.27 We compared it to another stroke model where thrombosis was induced 

in situ, by the damage of the endothelial wall of the artery via deposition of a filter paper soaked with 

aluminium chloride (AlCl3), leading to thrombus formation at the bifurcation. We performed T1, T2, T2* 

and DWI in MRI and observed no differences between the thrombin and the AlCl3 model (Fig S2 A,B). 

We injected a gadolinium-based contrast agent while acquiring dynamic perfusion images and made a 

reconstruction of the perfusion maps ; similar perfusion default was observed in the ischemic area for 

both models. The perfusion index measured inside the cortex, along with mean angiographic scores 

(MAS) obtained from magnetic resonance angiography (Fig S2 C) confirms a diminution of perfusion 

in the ipsilateral cortex (56,40% and 53,11% of perfusion for thrombin and AlCl3 models, respectively) 

and does not show any statistical differences. After MRI acquisitions, the brain of the mice are collected 

and observed in fluorescence after immunohistochemistry (IHC). Colocalisation of anti-platelets and 

anti-fibrin antibody confirm the presence of microthrombi in the cortex of the thrombin-induced 

animals, but no microthrombi could be found in the AlCl3 induced animals (Fig S2 D). All together, 

these results suggest that although the two models are strongly different due to the presence of multiple 

microthrombi in the thrombin model, no differences are observed using standard MRI modalities 

without a microthrombi-targeted contrast agent.  

We tested an approach of molecular imaging to reveal the presence of microthrombi in the thrombin 

model, with the PHySIOMIC particles that have favourable relaxivity and efficient targeting properties 

to microthrombi, as confirmed by the in vitro studies. The mice were scanned with T2*-weighted MRI 

before and after injections of PHySIOMIC suspensions (Fig 4A). Post-injection images shows a strong 

hyposignal formed in the ipsilateral cortex within the ischemic area (Fig 4B). Perls’ staining of the iron 

revealed in histology the presence of PHySIOMIC particles around microthrombi (Fig 4 G). MRI images 

were acquired 10 min after PHySIOMIC injection, suggesting a short half-life of the particles as 

described in previous study on microparticles36,37, and observed in Fig S3. T2-weighted images were 
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acquired 24 hours after the thrombin injection to measure the lesion size. Comparison of the area of 

hyposignal in the mice brains and lesion size at 24h exhibits a significant linear correlation (Fig 4 D,E), 

with a R² of 0.9329. The 3D representation of PHySIOMIC-induced hyposignal shows the repartition 

of hyposignal in the lesion area (Fig 4E).  Our findings shows that in addition to reveal microthrombosis 

in a stroke model, our particles could predict the lesion size at 24 hours. It also highlights the role of 

microthrombosis in stroke models and suggests that a particular attention should be given to their impact 

on the lesion size for future treatment study. One of the major concern with contrast agent is the time of 

elimination once injected. We performed dynamic MRI imaging during PHySIOMIC injection and we 

observed a very short half-life compared to SPIO (Fig S3). Those results are consistent with previous 

evaluation of micrometric particles half-life and highlights the advantage of micrometric particles over 

SPIO for rapid and repeated imaging19. To assess the kinetic of the PHySIOMIC-induced hyposignal 

after injection associated with microthrombi, repeated MRI were acquired every 6 hours during 24 hours 

(Fig 5A). Images shows a decrease of the hyposignal over 24 hour (Fig 5B), until restauration to the 

baseline signal at 24 hours. The experiment demonstrates the loss of hyposignal volume over time until 

no hyposignal could be detected, at 24 hours after injection (Fig 5C).  Those results are in line with 

spontaneous reperfusion observe with MR angiography in this model38, suggesting that the signal loss 

is associated with a slow and spontaneous microthrombi degradation. 

We also evaluated the PHySIOMIC signal obtained according to the time between the induction of the 

stroke and the injection of particles (Fig S4A). The hyposignal is strongest when injected at 30 min post 

stroke onset and diminish with the extension of the delay between the stroke induction and the injection 

time. We evaluated that PHySIOMIC can successfully reveals microthrombosis up to 2 hours after 

stroke onset, as it is not significantly different at 3 and 6 hours (Fig S4 B,C).  

5. Monitoring of microthrombosis using PHySIOMIC during thrombolysis 

The thrombin-induced stroke model is commonly used to evaluate the efficacy of new thrombolytic 

treatments 38,39. Our aim was to evaluate the efficacy of recombinant tissue-type Plasminogen Activator 

or rtPA (Alteplase®) - the gold standard for thrombolytic therapy in ischemic stroke patients - on 

microthrombosis, using the PHySIOMIC contrast agent to monitor microthrombi on T2*-weighted MRI 
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scans (Fig 6A).  While pre-treatment images exhibits a strong hyposignal, the T2*-weighted images after 

rtPA administration shows significantly lower signal, in accordance to a reduction of the 

microthrombosis (Fig 6B). In mice treated with saline, no differences were measured between the 

hyposignal obtained pre and post-treatment. Magnetic resonance angiographies display a restoration of 

the blood flow in the MCA and downstream vasculature for rtPA-treated mice (Fig 6D). Previous studies 

using the thrombin model have demonstrated that there is a spontaneous partial restoration of the blood 

flow on angiography from 6 hours after stroke onset, a full restoration at 24 hours40, and a faster 

restoration of the blood flow when the mice were treated with rtPA. All these characteristics were 

observed in our study, which confirms a correlation between blood flow recovery and reduction of 

microthrombosis.  
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Conclusion 

 

The developed PHySIOMIC contrast agent combines strong magnetic and thrombosis targeting 

properties. We demonstrated its ability to reveal in an ultra-sensitive and high-resolution manner the 

presence of cortical microthrombi in an ischemic stroke mouse model in MRI. The PHySIOMIC contrast 

agent also exhibit a good biocompatibility, similar to FDA-approved SPIO nanoparticles. Although the 

mechanism of targeting on microthrombosis needs further investigation, we demonstrated that the 

protein corona formed at the surface is involve in the process of fixation. In vivo injection of 

PHySIOMIC in a thrombin-induced stroke models reveals microthrombosis in T2*-weighted images 

shortly after the stroke onset. Induced targeted hyposignal is disappearing after 24 hours. Furthermore, 

PHySIOMIC used in the context of a thrombolytic study shows good ability to monitor microthrombosis 

degradation. Overall, this contrast agent could help to reveal and monitor microthrombosis in stroke 

patients, and guide treatment strategies. 
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Discussion 

La microthrombose après un AVC ischémique est associée à l’apparition de démences et de 

déficits cognitifs à long-terme (Dalkara and Arsava, 2012). Ce chiffre est probablement sous-

estimé car les techniques d’imagerie des microthrombi sont limitées, leur sensitivité étant trop 

faible. Récemment, l’émergence de nouvelles nanoparticules composées d’oxydes de fer pour 

l’IRM moléculaire ont permis d’augmenté la sensibilité et le marquage de thrombi. Les 

particules d’oxydes de fer de taille micrométrique présentent l’avantage de ne pas pouvoir 

traverser la BHE, impactée après l’AVC, et ne se déposent pas dans le parenchyme. Dans cette 

étude, nous avons montré un procédé de synthèse de MPIO biodégradables formés à partir de 

SPIO pouvant cibler les microthrombi dans un modèle thromboembolique murin.  

1. Ciblage de la microthrombose par les microparticules PHySIOMIC 

Par un procédé d’auto-assemblage des SPIO en PHySIOMIC, nous avons combiné les 

avantages présentés par les SPIO : un moment magnétique qui permet un signal élevé en IRM 

pondérée en T2*, et une faible toxicité ; avec ceux offerts par les MPIO : une relaxivité deux fois 

supérieur en IRM (Perez-Balderas et al., 2017), une large aire de surface qui permet la 

conjugaison avec des ligands, et un champ d’action restreint aux cibles endovasculaire. A 

travers la caractérisation des particules par diffusion dynamique de la lumière (Dynamic Light-

Scattering ou DLS) et par microscopie électronique, nous avons montré que les SPIO sont 

agglomérés avec succès et encapsulés dans une matrice formée de PDA.   

 

Figure 48 PHySIOMIC fonctionnalisés avec de la  BSA conjuguée au fluorochrome Alexa 555. 
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Grâce aux propriétés de surface de la PDA nous avons, réussi à montrer la fonctionnalisation 

des PHySIOMIC avec l’albumine sérique bovine (BSA) conjuguée avec un fluorochrome Alexa-

555 (Figure 48). Cependant, ne connaissant pas les effets de la fonctionnalisation avec la BSA 

sur le ciblage des microthrombi, nous avons observé par la suite comment les groupes 

fonctionnels à la surface de particules micrométriques commerciales pouvait influencer le 

ciblage de la microthrombose. Notre étude s’est concentrée sur les microparticules avec 

terminaisons avec des groupes fonctionnels de type amine (NH2), similaire au PHySIOMIC, ou 

carboxylique (COOH). Les microparticules, composée de résine de mélamine, se fixent de 

manière équivalente aux microthrombi lorsqu’elles sont injectées dans un tampon PB. Nous 

avons également observé que les particules avec terminaisons NH2 se fixent de manière plus 

significative que les particules COOH lorsqu’elles sont injectées dans du sang, suggérant un 

impact de l’incubation des microparticules dans du sang humain.  

Le phénomène d’adsorption de protéines sériques à la surface de nanoparticules en 

présence de sang est bien décrit dans la littérature (Monopoli et al., 2012 ; Figure 49). La 

couronne de protéines (CP) formée en surface de nanoparticules participe à leur 

biodistribution, leur reconnaissance par le système immunitaire, leur capture intracellulaire, et 

leur toxicité (Wolfram et al., 2014). Elle se compose de deux couches : une couche à la surface 

directe des nanoparticules avec des protéines serrées appelée « hard corona », et une couche 

externe formée de protéines plus lâches, la « soft corona » (Lundqvist et al., 2008). Les protéines 

qui la composent sont généralement classées en apolipoprotéines, immunoglobulines, fateurs 

du complément, facteurs de la coagulation et protéines de la réponse inflammatoire à la phase 

aigüe (Tenzer et al., 2011). La formation de la CP dépend des intéractions protéines-protéines 

se formant une fois les nanoparticules en contact avec le plasma humain. Sa présence dépend 

des caractéristiques des particules. A la fois, plusieurs études ont décrit que la CP influencait le 

diamètre hydrodynamique des particules, leur charge à la surface mais également leurs formes 

(Cedervall et al., 2007).  

Dans un article de Corbo et collaborateurs, il a été montré que la modification des groupes 

fonctionnels à la surface de nanoparticules a pour résultat la modulation de l’activation du 

système de complément (Corbo et al., 2016). Ce dernier correspond aux protéines de surfaces 

cellulaires qui ont pour rôle le ciblage, l’opsonisation (qui favorise la phagocytose) et 
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l’élimination de micro-organismes ou corps étrangers. C’est pourquoi il est important de 

réaliser des évaluations physico-chimiques des particules seules, mais aussi après formation de 

la CP. Il a été par exemple été montré que la modification de la CP à la surface de liposomes 

entraîne une modification du ciblage des particules qui adoptent une distribution 

intracérébrale (Zhang et al., 2019). 

Conventionnellement, l’identification des protéines plasmatiques impliquées dans la 

composition de la CP se fait avec l’analyse dite « protéomique » par spectrométrie de masse 

(Schöttler et al., 2016). Nous avons donc débuté une étude par chromatographie en phase 

liquide couplée à la spectrométrie de masse avec les PHySIOMIC, mais également avec les 

particules micrométriques commerciales avec terminaisons amines et carboxyliques, afin de 

déterminer les modifications qui interviennent au niveau de la CP pouvant être à l’origine d’un 

ciblage spécifique des microthrombi. 

 

 

Par ailleurs, le taux de cisaillement correspond au changement de vitesse du sang lorsque 

les différentes couches de liquides dans le vaisseau interagissent entre elles. Notre approche 

par microfluidique utilise un taux de cisaillement du sang similaire à celui des artérioles (500 s-

1). Ce taux est variable dans la microcirculation (Koutsiaris et al., 2013) et il serait intéressant de 

Figure 49 Structure et composition de la couronne de protéine (Protein Corona) formée autour 

d'une nanoparticule. 
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modifier les paramètres en microfluidique, pour étudier le ciblage moléculaire en fonction du 

taux de cisaillement au niveau de la microcirculation. Par ailleurs, beaucoup d’avancées ont été 

faites dans le domaine de la microfluidique pour l’ingénierie de systèmes vasculaires in vitro 

(Hu et al., 2019). D’autres études de microfluidique pourrait alors être envisagées afin de se 

rapprocher au plus proche des conditions de formation de microthrombi (Muthard and 

Diamond, 2013).   

Les microthrombi formés dans notre expérience sont particulièrement riches en plaquettes 

et en fibrine. Plusieurs publications se sont intéressées à la composition des microthrombi et 

ont démontré que les signaux microemboliques étaient induit par des thrombi riches en 

plaquettes et fibrine, après rupture de plaque athérosclérotique (Goertler et al., 2002; Junghans 

and Siebler, 2003). Cependant nous avons vu précédemment que les thrombi et microthrombi 

présents dans l’AVC n’ont pas une composition unique. Leur structure peut varier en fonction 

de l’étiologie, et font l’objet de nombreuses recherche en médecine dite « personnalisée » où 

le traitement est adapté en fonction des caractéristiques des caillots de chaque patient (Sporns 

et al., 2019). C’est pourquoi il serait intéressant de déterminer si les PHYSIOMIC présentent une 

affinité similaire pour les caillots riches en érythrocytes et en leucocytes. Cela est par exemple 

possible in vitro, par induction de thrombose avec du chlorure de fer (Ciciliano et al., 2015).  
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Ainsi, les PHySIOMIC semble montrer une affinité pour les thrombi et microthrombi in vitro. 

En utilisant les mêmes particules micromètriques nous avons réussi à visualiser, in vivo, le 

ciblage des microthrombi par microscopie biphotonique. Dans un modèle murin d’AVC 

thromboembolique, qui induit la formation d’une multitude de microthrombi dans le cortex 

cérébral, nous avons créer une fenêtre crânienne au-dessus de la microvascularisation, où se 

place l’objectif du microscope (Figure 50). L’injection d’un flurochrome par voie intraveineuse 

(l’indocyanine) met en évidence l’arborisation vasculaire par fluorescence. Les microparticules 

injectées émettent en fluorescence dans d’autres longueur d’ondes et nous ont permis 

d’observer le ciblage des microthrombi. Par la suite, notre étude s’est portée sur l’utilisation 

des PHySIOMIC spécifiquement pour l’imagerie moléculaire de la microthrombose.  

Figure 50 Ciblage de la microthrombose en microscopie biphotonique. 

Dans un modèle murin d’AVC, les microthrombi sont observés en fluorescnece par 

microscopie biphotonique, à travers une fenêtre crânienne. 

 

2. IRM moléculaire avec les PHySIOMIC 

Plusieurs agents de contraste sont disponibles pour imager la thrombose en IRM. Mais 

aucun des agents de contraste disponible ou en développement ne montre à la fois une 
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relaxivité suffisante pour être visible, même à faible concentrations, et un ciblage de la 

microthrombose.  

Nos résultats ont permis de révéler la microthrombose formée dans un modèle 

thromboembolique murin, après injection par voie intraveineuse des PHySIOMIC, à la phase 

aigüe. L’injection de SPIO dans le même modèle ne montre pas de changement de signal de 

façon significatif après l’injection et démontre la nécessité d’utiliser des particules de tailles 

micrométriques pour l’observation de la microthrombose en imagerie moléculaire.  

Dans un second temps, l’analyse de l’hyposignal induit par l’injection de PHySIOMIC et du 

signal de lésion observé 24 heures après l’occlusion de l’artère cérébrale moyenne montre une 

correlation entre ces deux évènements. L’analyse de l’étendue de la microthrombose au temps 

aigüe pourrait donc prédire la taille de la lésion ischémique dans ce modèle d’AVC. Ce résultat 

souligne l’intérêt de l’utilisation des PHySIOMIC pour la compréhension au niveau préclinique 

des mécanismes intervenant dans la formation de la lésion, et par conséquent, pour 

l’évaluation de molécules thérapeutiques ciblant la microthrombose.  

Les hyposignaux corticaux formés suite à l’injection des PHySIOMIC dans le modèle 

thromboembolique disparaissent après 24 heures. L’injection répétées des microparticules 

serait possible à condition que celles-ci soient espacées de 24 heures, et pourrait permettre le 

suivi longitudinal des animaux.  

Nous avons ensuite injecté les PHySIOMIC dans un autre modèle d’AVC, induit par 

application de chlorure d’aluminium au niveau de l’artère cérébrale moyenne. Les résultats 

n’ont pas montré d’hyposignaux dans le cortex ipsilatérale, confirmant ainsi l’absence de 

microthrombose dans ce modèle, malgré l’occlusion de l’artère cérébrale moyenne par un 

thrombus.  

L’induction d’un AVC ischémique par insertion d’un filament le long de la carotide interne 

est un modèle très utilisé chez les rongeurs. Il permet la restauration du flux sanguin par retrait 

du filament, et mime ainsi les thérapies endovasculaires. Dans ce modèle, la part de la lésion 

dû à la formation de microthrombose secondaire au retrait du filament, est estimée à 70% 

(Pham et al., 2010). Dans ce modèle, 2 heures après une occlusion par insertion du filament 
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pendant 60 minutes, nous avons injecté les PHySIOMIC (Figure 51). Contrairement aux résultats 

attendus, les images IRM post injection ne montrent pas d’hyposignal pouvant correspondre 

à une microthrombose secondaire (Figure 51, D). Des études complémentaires sont prévues 

pour déterminer si l’absence de signal est dû à l’absence de microthrombose secondaire dans 

nos conditions expérimentales, ou à l’absence de ciblage des microparticules. 

Une étude de Tang et collaborateurs montre une augmentation de la thrombogénicité au 

niveau des artérioles cérébrales après une brève ischémie transitoire, pouvant avoir une 

incidence sur le rôle de la microthrombose dans la pathogenèse de l'AIT et à l’augmentation 

du risque d’apparition d'AVC silencieux après (Tang et al., 2014). L’injection de PHySIOMIC dans 

un modèle murin d’AIT (Quenault et al., 2017), n’a pas révéler de microthrombose secondaire. 

Il est envisageable d’étendre cette étude en augmentant le temps d’injection après induction 

de l’AIT, pour vérifier la présence de microthrombose dans ce modèle (Figure 51, E). 

Comme décrit précedemment, la microthrombose est un phénomène observé dans 

différentes pathologies. Dans un modèle animal par injection intra-striatale de staurosporine, 

une protéine induisant l’apoptose par inhibition des protéines kinases, nous avons observé 

l’apparition d’hyposignaux après injection des PHySIOMIC (Figure 51, F).  Ainsi, l’utilisation des 

PHySIOMIC pourrait s’étendre aux autres phénomènes intracérébraux microvasculaires 

entrainant une microthrombose (El Amki et al., 2018).  

La présence d’un seul thrombus localisé au niveau d’une artériole entraîne la création d’une 

microlésion, associée au développement de démences (Arvanitakis et al., 2011). Nous pouvons 

envisager l’utilisation d’un modèle d’occlusion d’une artériole par injection de rose benguale 

puis excitation avec un laser pour occlure les microvaisseaux (Shih et al., 2013). Ce modèle 

validerait l’efficacité des PHYSIOMIC pour la visualisation d’un microthrombi unique.  
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Figure 51 Imagerie moléculaire de la microthrombose après injection des PHySIOMIC 

dans plusieurs modèles murin d’AVC et d’apoptose.  

L’injection des PHySIOMIC induit la formation d’hyposignaux dans le modèle avec injection de 

thrombine (B) et de staurosporine intrastriatale(F), mais pas dans les modèles par application de chlorure 

de fer sur l’ACM (C), par insertion d’un filament (D) et dans le modèle d’AIT (E). 



 

 

 

121 Discussion 

  

Notre étude ne couvre pas les évenements hémorragiques induisant une microthrombose. 

L’ischémie cérébrale retardée est très décrite dans les hémorragies sous-arachnoïdiennes 

(HSA), et 20 à 30 % des patients avec HSA en souffrent dans les premiers 3 à 14 jours suivant 

l’hémorragie (Monsour et al., 2022). Par ailleurs, les événements de lésions cérébrales 

secondaires au trauma crânien comprennent les réponses inflammatoires et l'activation de la 

coagulation entraînant la formation de microthrombi. L’analyse par imagerie moléculaire de la 

microthrombose pourrait donc s’élargir aux modèles animaux hémorragiques et traumatiques 

cérébraux. 

 

3. Suivi de la microthrombose pour évaluer l’efficacité des traitements 

Le modèle thromboembolique utilisé dans notre étude crée des thrombi et microthrombi 

riches en fibrine, et donc sensibles à la thrombolyse par injection de rtPA (Orset et al., 2007). 

L’injection de PHySIOMIC dans ce modèle avant le traitement par thrombolyse des souris, a 

permis le suivi de la microthrombose. Nous avons observé une très grande diminution de cet 

hyposignal, après traitement par rtPA, par rapport au groupe contrôle. En comparant ce résultat 

avec le score angiographique IRM, nous pouvons en déduire que la diminution du signal 

observé correspond à l’augmentation du score angiographique, et à la reperfusion des 

microvaisseaux et artérioles du cortex ischémique.  

Ce modèle est notamment utilisé pour le développement de nouveaux traitements, le 

développement de nouveaux outils de diagnostic et, plus généralement, dans les études 

précliniques sur les mécanismes moléculaires impliqués dans l’AVC ischémique (Chavignon et 

al., 2022; Correa-Paz et al., 2022; Peña-Martínez et al., 2022).  C’est le cas notamment d’un 

article (Autres travaux, 3), qui montre l’efficacité d’un nouveau traitement ciblant le facteur von 

Willebrand dans l’AVC ischémique. Au cours de ce projet, nous avons réalisé que la répartition 

de la microthrombose est hétérogène dans ce modèle et que les PHySIOMIC permettent de 

révéler en aigu la quantité de microthrombi avant et après traitement. Les PHySIOMIC et leur 

utilisation pour le suivi des microthrombi pourraient donc s’avérer très utile pour révéler une 

part de l’hétérogénéité du modèle et ainsi normaliser les études précliniques. Cela pourrait 
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permettre d’affiner considérablement les études précliniques testant les nouveaux 

thrombolytiques sur ce modèle.  

 

4. Futurs traitements et perspectives 

Le traitement par thrombolyse consiste à amener le rtPA jusqu’aux caillots pour les 

dégrader. Son efficacité est rapidement limitée par les inhibiteurs du tPA comme PAI-1, et l’α-

antiplasmine : protéine inhibitrice de la plasmine, et donc de la fibrinolyse, ce qui implique 

d’augmenter la concentration du rtPA pour atteindre sa cible. Or, cette forte concentration est 

responsable de troubles hémorragiques secondaires au traitement, en modifiant l’hémostase 

de la circulation cérébrale. Ces limitations ont poussé le développement de particules 

(liposomes, macromolécules, particules de polymères) qui, par un ciblage spécifique des 

thrombi, permettent de diminuer la dose de rtPA injecté (Disharoon et al., 2019). Le rtPA peut 

être encapsulés ou encore fonctionnalisé à la surface de ces particules.  

Dans un article présenté dans les autres travaux (Autres travaux, 1), le rtPA est adsorbé à la 

surface de particules submicrométriques, composées de polysaccharides de dextran, avec à la 

surface un autre polysaccharide, le fucoïdane, protéine qui présente une haute affinité pour la 

P-sélectine (molécule d’adhésion des cellules endothéliales) et vont cibler spécifiquement les 

thrombi (Zenych et al., 2021, Figure 52). 

D’après Zenych et al., 2021 

Figure 52 Utilisation de nanoparticules après adsorption de rtPA, et fonctionnalisées avec du 

fucoïdane, pour le traitement de la thrombose. 
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L’utilisation de rtPA encapsulé dans des microparticules in vitro et en préclinique s’est ainsi 

relevé être plus efficace que le traitement standard par fibrinolyse avec le rtPA, tout en 

diminuant les hémorragies secondaires à l’ischémie (Colasuonno et al., 2018). Dans une étude 

de Zhou et collaborateurs, un agent théragnostique composé de rtPA encapsulé dans des 

nanoparticules composé d’un polymère, le poly(acide lactique-co-glycolique), et d’oxydes de 

fer a été synthétisé. Ces nanoparticules sont fonctionnalisées avec du chitosane, qui cible les 

récepteurs GPIIb/IIIa des plaquettes, pour relarguer le tPA encapsulés directement aux thrombi 

(Zhou et al., 2014). 

La thrombolyse en clinique se fait par injection intraveineuse (parfois intra-artériel) d’un 

bolus de rtPA suivit d’une infusion qui dure 60 min. Cette infusion est nécessaire à cause de la 

demi-vie très courte du rtPA dans la circulation sanguine. L’association du rtPA à des 

nanoparticules ou microparticules offre l’avantage d’une demi-vie plus longue, ne nécessitant 

pas d’infusion, et le ciblage direct des caillots, ce qui réduit le temps de traitement pour obtenir 

la dissolution de ceux-ci (Absar et al., 2015).  

La PDA, d’abord utilisée comme revêtement de surface de matériaux, puis pour la synthèse 

de nanoparticules, a montré des capacités d’encapsulation et de fonctionnalisation 

remarquables, grâce à la présence de nombreux groupes amines à sa surface.  Zong et 

collaborateurs ont ainsi utilisé la PDA pour enveloppé des liposomes afin qu’ils ne soient pas 

endommagés dans la circulation et délivrent de manière plus efficace un agent anti-cancéreux 

à sa cible (Zong et al., 2016).  

La mise en relation de tous ces éléments laisse entrevoir les bénéfices que pourrait apporter 

l’encapsulation ou la conjugaison de microparticules de PDA avec le rtPA, pour la fibrinolyse. 

Les recherches seront d’ailleurs poursuivies dans ce sens, et le développement d’un agent 

théragnostic en fonctionnalisant les PHySIOMIC avec du rtPA est le sujet d’une étudiante en 

première année de thèse le laboratoire PhIND, qui s’inscrit dans la continuité du projet présenté 

dans ce manuscrit de thèse. 

Beaucoup d’études faites dans notre laboratoire ont prouvé l’efficacité de l’utilisation de 

MPIO, conjugués à des anticorps anti-VCAM-1, une molécule d’adhésion des cellules 
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endothéliales, exprimées en cas d’inflammation (Gauberti et al., 2013; Montagne et al., 2012; 

Quenault et al., 2017). L’association de microparticules de PDA et d’oxydes de fer pour la 

détection de l’inflammation a d’ailleurs menée à la publication récente d’un article (Autres 

travaux, 2). Dans cet article, la fonctionnalisation des particules « M3P » avec l’anticorps anti-

VCAM-1 cible les réponses immunitaires dans différentes pathologies (Martinez de Lizarrondo 

et al., 2022), tout en étant biocompatible (Figure 53).  

D’après Martinez de Lizarrondo et al., 2022 

Figure 53 La synthèse de microparticules d’oxydes de fer biodégradables fonctionnalisées avec 

un anticorps anti-VCAM-1, permet révéler l’inflammation à l’IRM. 
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Les nombreux atouts de tels complexes de PDA et d’oxydes de fer en font également 

d’excellents candidats dans une nouvelle modalité d’imagerie : l’imagerie par particules 

magnétiques (MPI ou Magnetic Particle Imaging). Cette technique est non-invasive et 

extrêmement sensible aux inhomogénéités de champs induits par les oxydes de fer (Figure 54). 

L’avantage principale de cette technique est qu’elle est quantitative. Il est parfaitement 

envisageable d’utiliser les PHySIOMIC pour l’imagerie moléculaire des microthrombi observé 

en MPI, fournissant ainsi un suivi quantitatif de la microthrombose pendant la thrombolyse par 

exemple.   

 

Nous avons démontré dans l’étude de biodistribution, que le signal induit par les 

PHySIOMIC capturées au niveau du foie et de la rate disparaît un mois après l’injection. 

L’observation en microcopie électronique a montré également que les particules étaient 

dégradées au sein des cellules de Kupffer. D’autres études pour assurer la biocompatibilité des 

PHySIOMIC sont en cours, comme la mesure de la quantité de fer dans les organes (foie, rate, 

rein, poumons) par spectroscopie de résonance paramagnétique électronique electron 

paramagnetic resonance (Lartigue et al., 2013). 

Par ailleurs, il est important de garder en considération pour le passage en clinique, que les 

microparticules ne doivent pas présenter d’effets thrombogéniques, qui pourrait aggraver la 

Figure 54 Utilisation de la MPI dans un modèle murin d’ischémie cérébral. 
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lésion ischémique. Pour investiguer cet effet, nous avons comparé les tailles de lésions formées 

24 heures après l’occlusion de l’artère cérébrale moyenne, chez des souris ayant reçu des 

PHySIOMIC et des souris contrôles (Figure 55).  Nos résultats ne montrent pas de différence 

significative de taille de lésion dans ces deux groupes. Le nombre d’échantillons étant faible 

dans cette étude, il faudrait augmenter le nombre d’animaux pour s’assurer que les PHySIOMIC 

n’entraînent pas une augmentation de la taille de lésion. Par ailleurs, il faudrait prendre en 

compte d’autres paramètres que la taille de lésion, tels que le taux de reperfusion spontanée 

et l’évaluation de déficits cognitifs, pour confirmer ces résultats.  

Les mesures de la taille de lésion obtenues en séquence pondérée en T2, 24h après l’occlusion) ne 

montrent pas de différence significative entre les souris qui ont reçu une injection de PHySIOMIC, et les 

souris contrôles. 

Le passage en clinique nécessite donc des études complémentaires et, parmi celles-ci, des 

études démontrant à la fois l’innocuité et l’efficacité des PHySIOMIC dans d’autres modèles 

d’ischémie chez des animaux plus gros, comme le cochon.  Récemment, il a été développé une 

nouvelle approche endovasculaire pour induire la formation d’une ischémie chez le cochon 

(Golubczyk et al., 2020). Cette approche utilise l’injection au niveau de l’artère cérébrale 

moyenne de thrombine, similaire au modèle thromboembolique utilisé pour nos études, par 

voie endovasculaire. Nous pouvons donc envisager l’utilisation de ce modèle pour démontrer 

l’efficacité des PHySIOMIC dans la détection de la microthrombose chez le gros animal, pour 

ainsi avancer vers l’utilisation de ce nouvel agent de contraste chez des patients victimes d’AVC 

ischémique afin de mieux caractériser la présence ou non de microthrombi.

Figure 55 Evaluation de la thrombogénicité des PHySIOMIC. 
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Nous avons démontré dans ces travaux de thèse, la synthèse de particules de taille 

micrométriques, par encapsulation de nanoparticules d’oxydes de fer (SPIO) dans une matrice 

de PDA (appelées PHySIOMIC), pour le ciblage en imagerie moléculaire de la microthrombose 

dans l’AVC ischémique.  

La première étape de l’évaluation du ciblage de la microthrombose in vitro, montre que les 

PHySIOMIC injectées, marquées en fluorescence, sont retrouvées fixées au microthrombi dans 

la chambre microfluidique. Nous avons par cette étude également montré que le mécanisme 

de fixation est complexe et probablement induit par les terminaisons amines présentes à la 

surface des microparticules, probablement via la CP formées sur celles-ci en présence de sang 

humain.  

Dans un second temps, l’évaluation in vivo, dans un modèle murin thromboembolique, a 

montré l’efficacité des PHySIOMIC pour l’imagerie moléculaire de la microthrombose en l’IRM, 

sur une séquence pondérée en T2*. Elle a également mis en évidence la relation entre la 

microthrombose et la lésion ischémique formée dans ce modèle animal, ainsi que la diminution 

de la microthrombose après l’application d’un traitement fibrinolytique.  

Enfin un intérêt particulier s’est porté sur l’élimination des PHySIOMIC dans l’organisme. 

Nous avons confirmé la capture des microparticules par les cellules du SRE et leur dégradation 

au sein des lysosomes des cellules de Kupffer du foie. Et montrer l’intérêt et le potentiel de 

l’utilisationdes PHySIOMIC en clinique, pour détecter les microthrombi en IRM. 

  



 
130 Conclusion 

   

 



 

 

 

131 Autres travaux 

 

 

 

 

 

 

 

AUTRES TRAVAUX 
  



 
132 Autres travaux 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

 

133 Autres travaux 

Les différentes collaborations réalisées lors de mon doctorat ont participées à la publication 

de trois articles de recherche cités ci-dessous :  

 

1)  Fucoidan-functionalized polysaccharide submicroparticles loaded with alteplase for 

efficient targeted thrombolytic therapy.  

Dans cette article, ma participation s’est faite dans la partie in vivo des expérimentations. J’ai 

réalisés les modèles animaux d’AVC pour tester les nanoparticules fonctionnalisées. J’ai 

également contribué à la réailsation de l’imagerie IRM et aux analyses des images obtenues.   

2)  Tracking the immune response by MRI using biodegradable and ultrasensitive 

microprobes 

Je suis co-première autrice dans cet article. Les expérimentations dans cet article ont été 

réalisées en parrallèle des expérimentations réalisées pour l’article présenté dans les résultats, 

Notemment pour la caractérisation des microparticules. J’ai réalisé une expérimentation de 

dégradation des particules et analyses par marquage histologique de Perls, ainsi que la figure 

associée présentée dans les figures supplémentaires de l’article.  

3)  VWF-targeted thrombolysis to overcome rh-tPA resistance in experimental thrombotic 

stroke models 

Dans cet article dans lequel je suis cinquième autrice, j’ai contribué aux premières 

expérimentations-tests in vivo. Mon rôle a été de réaliser les modèles d’AVC pour injecter le 

traitement fournit par nos collaborateurs, et contribuer à l’imagerie.  
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1. Fucoidan-functionalized polysaccharide 

submicroparticles loaded with alteplase for efficient 

targeted thrombolytic therapy 
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Supplementary Data 

 
Fucoidan-Functionalized Polysaccharide Submicroparticles Loaded with Alteplase for 

Efficient Targeted Thrombolytic Therapy 

 

Alina Zenych1, Charlène Jacqmarcq2,#, Rachida Aid1,3,#, Louise Fournier1, Laura M. Forero 

Ramirez1, Frédéric Chaubet1, Thomas Bonnard2, Denis Vivien2,4,#, Didier Letourneur1,#, and 

Cédric Chauvierre1,* 

 

 

Figure S1. Schematic of crosslinking of the polysaccharides (dextran and fucoidan) with 

STMP. 

 

 

 
Figure S2. Schematic illustration of the in vitro targeting assay. 

 

STM
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Figure S3. Loading and release of rtPA from Fuco-SPs. A. FITC-rtPA loading onto the 

TRITC-Fuco-SPs visualized by confocal microscopy. B. In vitro rtPA release from rtPA-

encapsulated Fuco-SPs by flow cytometry.  

 

 

 
 

Figure S4. Fibrinolytic activity of the rtPA-loaded SPs in vitro. A. Schematic illustration of 

the in vitro fibrinolytic test. B. Lysed circles as the fibrinolytic potential of the SPs in vitro by 

a fibrin-plate agarose assay at the equal concentration of the rtPA. 
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Figure S5. Histological analysis of Fuco-SPs in four organs of excretion. The cytoplasm 

appears pale pink, nuclei are red, and the Fuco-SPs are stained blue. Few particles were detected 

in the lungs, kidneys, and liver, whereas they were mainly accumulated in the spleen. The scale 

bar in the upper row = 100 μm, in the lower row (magnified image) = 50 μm. 

 

 

Figure S6. Therapeutic efficacy of the rtPA-Fuco-SPs in vivo. A. Merged image of the MRA 

scores (Score 3: full recanalization, score 1: low perfusion). B. Distribution of the cases by the 

infarct zone sizes by MRI 24 h post-stroke. 

 

 

Video S1. Cerebral blood flow reperfusion monitored by the laser speckle contrast imaging 

during the 40-min treatment regimen with saline (A), rtPA (B), and rtPA-Fuco-SPs (C) in the 

ROI of ipsilateral (2) and contralateral (1) hemispheres. 

 

 

Table S1. The synthesis parameters for the polysaccharide SPs. 

Synthesis 

method 

Polysaccharide 

[c], mg/ml 

STMP, 

[c], 

mg/ml  

NaOH 

[c], M 

Phase 

ratio, 

(Aq/ 

Org/) 

Surfactant Homogenization 

 

Crosslinking  

W/O 

emulsion / 

crosslinking 

300 56.11 1.15  4% 

w/v 

PGPR, 

6% 

30,000 rpm, 4 

min, 4 °C 

20 min, 50 

⁰C  

Abbreviation: W/O, water-in-oil; Aq, aqueous; Org organic. 
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2. Tracking the immune response by MRI using 

biodegradable and ultrasensitive microprobes 
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3. VWF-targeted thrombolysis to overcome rh-tPA 

resistance in experimental thrombotic stroke models 
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Titre : Mise au point d’un outil de diagnostic pour révéler les microthrombi 

Résumé 

Les traitements actuels de l’AVC ischémique ont pour but la restauration de la perfusion cérébrale en 

éliminant le thrombus qui occlut l’artère par injection d’un agent thrombolytiques (thrombolyse) ou 

mécaniquement, en retirant le caillot par voie endovasculaire (thrombectomie). Les études cliniques ont 

montré la présence de thrombi au niveau de la microcirculation chez les patients, même après une 

recanalisation réussie de l’artère occlue. Ce phénomène est par ailleurs associé à l’apparition de déclins 

cognitifs et de démences. Cependant les outils de diagnostics habituellement utilisés dans l’imagerie à la 

phase aigüe de l’AVC ne permettent pas d’établir précisément la présence et l’étendue de cette 

microthrombose. Nous proposons, dans ce travail de thèse, l’utilisation de l’IRM moléculaire pour le 

diagnostic de la microthrombose. Nous avons développé un agent de contraste basé sur des nanoparticules 

superparamagnétiques d’oxydes de fer conglomérées dans une matrice de polydopamine biodégradable. Nos 

résultats suggèrent un ciblage spécifique de l’agent de contraste au microthrombi in vitro, sur des 

microthrombi formés à partir de sang humain de volontaires sains, et in vivo sur un modèle d’AVC 

thromboembolique murin. Nous avons montré son efficacité pour l’IRM moléculaire de la microthrombose 

en préclinique, et mis en évidence l’apport diagnostic que représente le suivi des microthrombi dans le cadre 

de la thrombolyse. Nous avons enfin observé la biodégradabilité de ce nouvel agent de contraste, ce qui nous 

permet d’envisager la translation de cette approche en clinique, pour améliorer la prise en charge des patients 

victimes d’AVC ischémique. 
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Summary 

Current treatments of ischemic stroke consist in restoring cerebral perfusion by removing the thrombus 

occluding the artery with a thrombolytic agent injection (thrombolysis) or mechanically with an endovascular 

approach (thrombectomy). Clinical studies have demonstrated the presence of thrombi localized in the 

microcirculation, even after a successful recanalization. Those microthrombi are associated with further 

dementia and cognitive decline. Unfortunately, current imaging tool for the diagnosis of acute stroke cannot 

provide information on this microthrombosis.  In this work, we propose to use molecular MRI for the 

diagnosis of microthrombosis and, to this end, we developed a superparamagnetic iron oxide-based contrast 

agent clusterized in a polydopamine matrix. Our results shows specific targeting of the contrast agent in vitro 

to microthrombi formed with human blood, and in vivo in a thromboembolic mouse model. We demonstrated 

the efficacy of the contrast agent to provide molecular MRI of microthrombosis, and highlighted its ability 

to follow-up microthrombi degradation during thrombolysis. Finally, we observed the biodegradation of the 

contrast agent, allowing us to consider a future clinical translation to improve stroke patient care. 
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