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PARTIE I : L’ Accident Vasculaire Cérébral :
Définition et Mécanismes

1. Définition et classification des Accidents Vasculaires Cérébraux

L’Accident Vasculaire Cérébral (AVC) se caractérise par la perte soudaine d’une ou
plusieurs fonctions neurologiques, causée par une diminution, ou un arrét du Débit Sanguin
Cérébral (DSC) local, privant ainsi le cerveau de I’oxygéne essentiel a son fonctionnement.

Il existe trois types d’AVC (Figure 1).

¥ L’AVC ischémique, généralement causé par I’occlusion d’une artére cérébrale par
un caillot sanguin (thrombus).

¥ L’AVC hémorragique, qui survient lorsqu’un vaisseau sanguin se rompt,
provoquant un épanchement de sang dans le parenchyme (pour les hémorragies

cérébrales), ou dans les meéninges (pour les hémorragies meningées).

Ces deux types d’AVC sont caractérisés par des symptdémes cliniques persistants

pouvant entrainer des Iésions cérébrales permanentes.

¥ L’Accident Ischémique Transitoire (AIT), qui se distingue par des symptomes
temporaires ne durant généralement pas plus d’une heure en raison de I’interruption
transitoire du DSC. L’AIT ne laisse en général pas de lésion observable en imagerie,
mais constitue un signal d’alerte important, car le risque de survenue d’un AVC

dans les 90 jours suivant un AIT est estimé entre 10 % et 18 % (Amin et al., 2023).

Cette theése se concentre spécifiquement sur I’AVC ischémique, en lien avec les

travaux de recherche menés au sein du laboratoire.

. AVC AVC
Incidence des AVC en 2019 (%) ischémique  hémorragique
mAVC
ischémiques

Hémorragic
intracérébrale

Hémorragies

intracérébrales Hémorragie

e méningée
Hémorragies sanguin

méningées

Figure 1 : incidence et types d’AVC.
Les AVC ischémiques représentent la majorité des AVC (GBD Compare, IHME), devant les hémorragies
intracérébrales et méningées. Schéma réalisé sur Biorender (M. Abioui-Mourgues).



2. L’AVC ischémique
Le terme « ischémie » provient du grec « ioyaiuog » (« ischaimos »), formé des
racines « igy- » (« retenir ») et « adua » (« sang »), se traduisant littéralement par « retenir

le sang » ou « arréter le sang ».

Aujourd’hui, le terme « d’AVC ischémique », aussi appelé « infarctus cérébral »
fait référence a cette perturbation d’apport en sang dans le cerveau, a la suite de
I’obstruction d’un vaisseau sanguin cérébral, généralement une artére, mais aussi plus

rarement une veine (moins de 1 % de tous les types d’AVC) (Zhou et al., 2022).

2.1. Epidémiologie et charge de morbidité
L'AVC ischémique représente la majorité des cas d'Accidents Vasculaires
Cérébraux, avec 62,4 % des cas en 2019. Sur les 7,63 millions de personnes victimes d'un
AV C ischémique dans le monde (Figure 2), 3,29 millions en sont décédées, faisant de cette

pathologie la deuxieme cause de déces a I’échelle mondiale.

Cette méme année en France, sur 70 000 nouveaux cas d’infarctus cérébral, presque
29 000 personnes en sont decédées, ce qui represente 12 % du nombre total de deces toutes

causes confondues (GBD Compare, IHME).

200 250 300 350

Figure 2 : incidence de I'"AVC ischémique en 2019.
Les données sont exprimées en nombre de nouveaux cas pour 100 000 personnes (GBD
Compare, IHME).



La gravité de 'AVC se manifeste non seulement par le nombre élevé de déceés qu'il
provoque, mais aussi par son impact significatif sur le développement de handicaps. En
effet, 'AVC ischémique est la troisiéme cause de handicap acquis chez l'adulte et la
deuxieme cause de démence (Feigin et al., 2023). La mesure des Années Vécues avec
Incapacité (AVI) donne une évaluation quantitative de I’impact de cette maladie sur la
qualité de vie d’une population (Tableau 1). Par exemple, en France, on estime que la
population vit collectivement 109 000 années avec une qualité de vie réduite a cause de
I’AVC ischémique, ce qui est plus élevé que I’AVI liée aux accidents de la route (83 858

années).

Entre 1990 et 2019, le nombre de cas d'/AVC ischémique a augmenté de 88 %,

témoignant de I'expansion préoccupante de cette maladie (GBD Compare, IHME).

Accident Vasculaire Cérébral ischemique (données 2019)
France Monde
Incidence (nombre de 70 K 7630 K
personnes)
AVI (années) 109 K 10 733 K
Déces (nombre de 29 K 3200 K
personnes)

Tableau 1 : métriques sur I'Accident Vasculaire Cérébral ischémique.
L’incidence, les Années Vécues avec Incapacité et le nombre de décés constituent des données permettant de
quantifier la gravité de I’AVC (GBD Compare, IHME).

2.2. Facteurs de risque de ’AVC ischémique
Identifier les facteurs de risque et les causes sous-jacentes de I’AVC ischémique
permet de mieux comprendre cette maladie. Cela contribue a réduire son incidence et a
améliorer sa prise en charge, en identifiant des cibles potentielles pour des interventions
thérapeutiques et préventives. Les facteurs de risque peuvent étre modifiables, et donc

susceptibles a prévention, ou non modifiables.

2.2.1. Facteurs de risque modifiables
Les facteurs de risque modifiables incluent des comportements et des conditions de
santé qui peuvent étre modifiés par des interventions médicales ou des changements de

mode de vie.

La présence concomitante de plusieurs maladies ou conditions médicales chez un
méme individu, appelée comorbidité, peut influer sur I’incidence, la réponse au traitement

et les séquelles d’un AVC ischémique.



L’hypertension artérielle est le principal risque modifiable. Son contréle
pourrait prévenir jusqu’a 45,7 % des infarctus cérébraux (Keun-Sik Hong,
2017).

L’obésité centrale (au niveau du tour de taille) est également un facteur de
comorbidité important, sachant que 36 % des patients ayant subi un AVC
entre 1983 et 2011 étaient obeses (Walter et al., 2012).

En outre, le diabéte (Mosenzon et al., 2023), les maladies coronariennes
(Alawneh et al., 2020) et la dyslipidémie (Tziomalos et al., 2009) sont des
comorbidités significatives qui augmentent le risque d’AVC et influencent
le pronostic des patients.

Les pratiques quotidiennes ont aussi une influence sur la prévalence de
I’infarctus cérébral, comme la consommation excessive de tabac (Shah et
Cole, 2010a) et d’alcool (Jeong et al., 2022), le manque d’activité physique
(Luetal., 2024), ’alimentation (Spence, 2019), la contraception orale (Li
et al., 2019), ainsi que les facteurs de risques psychosociaux (dépression,

stress, qualité du sommeil) (O’Donnell et al., 2016).

I1 est estimé qu’en agissant sur I’ensemble des facteurs de risque modifiables, il

serait possible de réduire le risque de survenue d’AVC de 80 % (Carmit Libruder et al.,

2022).

Facteurs de risque non modifiables

En plus des facteurs de risque modifiables, les facteurs non modifiables jouent un

réle prépondérant dans la prédisposition a I’AVC ischémique.

# L’age avancé est un facteur majeur, car le risque d’infarctus cérébral double

tous les 10 ans aprés 55 ans. De plus, environ trois-quarts des AVC
ischémiques touchent des personnes de plus de 65 ans (Yousufudd et Young,
2019).

Le sexe de I’individu est également a prendre en compte : les hommes sont
plus a risque entre 20 et 54 ans, tandis que les femmes voient leur risque
augmenter avant 20 ans et aprés 70 ans (source : GBD Compare, IHME,
2019).



¥ Les antécédents familiaux d’AVC accroissent la probabilité de survenue
d’un infarctus cérébral, indiquant une possible prédisposition génétique.
Bien que cette prédisposition puisse parfois étre influencée par les
interactions gene-environnement, elle est souvent considérée comme un
facteur non modifiable (Boehme et al., 2017).

¥ L’origine ethnique est également un facteur de risque important, avec une
incidence plus élevee chez les afro-américains et les hispaniques (Gardener
et al., 2020), ainsi qu’une mortalité importante chez les populations
asiatiques (Turana, 2020).

8 Les antécédents personnels d’AVC ou d’AIT augmentent aussi le risque de
récidive. De plus, certaines maladies héréditaires, comme diverses
vasculopathies ou la maladie de Moyamoya peuvent prédisposer a I’AVC
ischémique (K. Zhang et al., 2023).

La reconnaissance de ces facteurs, bien qu’ils ne puissent pas étre modifiés par des
changements de mode de vie ou des interventions médicales, est essentielle pour une

évaluation globale du risque et une prévention ciblée.

2.3. Chronologie de PAVC ischémique : de la formation du caillot aux déficits
fonctionnels
2.3.1. Etiologie de I’occlusion vasculaire
L’obstruction peut concerner différents vaisseaux, et peut avoir diverses origines.
En 1993, une classification standardisée a été développée pour catégoriser les AVC
ischémiques selon leur étiologie. Il s’agit de la classification TOAST (« Trial of Org 10172
in Acute Stroke Treatment »), permettant notamment de guider les traitements en fonction

des causes sous-jacentes des AVC.

Depuis sa création, la classification TOAST est devenue un outil standard dans la
recherche et la pratique clinique pour classer les AVC ischémiques en fonction de leur
cause présumée. Des versions mises a jour de ce systéme ainsi que des classifications
alternatives, telles que le SSS-TOAST et I’ASCOD, ont été développées pour ameéliorer la

précision et la pertinence clinique de classification des AVC.

En tenant compte de ces outils, ’athérosclérose des grandes artéres est identifiée

comme la cause la plus fréquente d’AVC ischémique. Un thrombus se forme au contact



d’une plaque d’athérome dans la circulation systémique, puis migre vers une artére

cerébrale via la circulation sanguine (Banerjee et Chimowitz, 2017).

Les cardiopathies emboligenes, responsables de la formation de caillots de sang
au niveau cardiaque pouvant migrer vers la circulation cérébrale, sont a I’origine d’environ
25 % des AVC ischémiques. Les facteurs pouvant étre a I’origine de ces caillots sont les
maladies auriculaires (fibrillation atriale, syndrome bradycardie-tachycardie), les
maladies structurelles (foramen ovale perméable), les valvulopathies, les anomalies
ventriculaires structurelles et fonctionnelles (anévrismes ventriculaires et du septum,
insuffisance cardiaque avec fraction d’éjection réduite), et I'infarctus du myocarde (Pillai
et al., 2023).

L’occlusion des petites arteres (40 um a 900 um), ou AVC lacunaire, représente
20 % des AVC ischémiques. 11 s’agit de petits AVC (entre 3 mm et 20 mm) situés dans des
zones cérebrales non corticales, causés par la maladie des petits vaisseaux, pouvant

englober diverses atteintes vasculaires cérebrales (Joutel, 2020).

L’AVC ischémique peut également avoir d’autres causes plus rares, mais qui restent
déterminées, comme la dissection artérielle, les maladies artérielles infectieuses,
inflammatoires, ou de la paroi des arteres, des troubles du systeme hémostatique, une
coagulopathie liée au cancer, I’AVC associ¢ a la migraine ou a la prise de médicaments,
des syndromes héréditaires et d’hypoperfusion, ou encore une cause iatrogene (Grotta,
2013).

Enfin, le terme d’AVC cryptogenique définit un infarctus cérébral sans cause

clairement identifiée.

Apres avoir exploré les différentes causes de I’occlusion vasculaire, il est nécessaire
d’examiner les conséquences directes de ces obstructions sur les territoires vasculaires
spécifiques. En effet, la localisation de I’ischémie dépend du réseau vasculaire touché, ce

qui détermine les zones cérébrales affectées et I’étendue des lésions.

2.3.2. Territoires vasculaires de ’AVC ischémique
L’Artére Cérébrale Moyenne (ACM) est I’artére la plus fréeqguemment impliquée
dans les AVC ischémiques. Elle se divise en 4 segments (M1, M2, M3, M4), et irrigue une

grande partie de la surface latérale du cerveau, ainsi qu’une portion des noyaux gris



centraux et de la capsule interne (Figure 3). Le segment M1, aussi appelé segment
horizontal, donne naissance aux artéres lenticulostriées, responsables de I’irrigation des
noyaux gris centraux et de la capsule interne. Ce segment se prolonge ensuite jusqu’au
segment M2, ou segment sylvien, qui irrigue I’insula, le lobe temporal supérieur, le lobe

pariétal, ainsi que la partie inférolatérale du lobe frontal (Nogles et Galuska, 2024).

Left anterior
cerebral artery

Left posterior
cerebral artery

Left middle
cerebral artery
Carotid siphon
Basilar artery

Left vertebral
artery

Left internal
carotid artery
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Figure 3 : anatomie des principales artéres cérébrales et de I’Artére Cérébrale
Moyenne.

Le cerveau est irrigué par les artéres Artéres Cérébrales Antérieures, les Arteres Cérébrales
Moyennes, ainsi que par les Arteres Cérébrales Postérieures, partant du polygone de Willis.
Sources : Site internet Doctorlib.info pour la représentation des artéres cérébrales (a
gauche), et site internet RadiologyAssistant avec la contribution de R. Smithuis pour la
schématisation de 1’ Artére Cérébrale Moyenne (a droite).



D’autres territoires peuvent également étre affectés par un infarctus, notamment

I’Artére Cérébrale Antéricure (ACA), 1’Artére Cérébrale Postérieure (ACP), qu’elle soit
profonde ou superficielle, ainsi que les arteres vertébrales et basilaire (Figure 4). Le
cervelet et les petites arteres pénétrantes peuvent aussi étre concernées (Hui et al., 2024).
Figure 4 : territoires vasculaires des arteres cérébrales.

Les différents territoires irrigués par les arteres cérébrales
correspondantes sont schématisés par des aires de couleur, ces aires
pouvant étre impactées par le manque de substrat énergétique lors
de I’occlusion du wvaisseau correspondant lors dun AVC
ischémique.
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Source : Site internet radiologyassistant, M. Savoiardo.

2.3.3. Composition des thrombi
Les récentes découvertes sur la composition des caillots formés lors des AVC

ischémiques mettent en évidence une grande hétérogénéité cellulaire et structurelle.

Les thrombi présentent une organisation complexe, intégrant non seulement des
globules rouges, mais aussi divers facteurs thrombotiques comme les plaquettes, le
facteur de von Willebrand (VWF) et la fibrine (Figures 5 et 6). Des composants
inflammatoires, tels que les leucocytes et les NETs (« Neutrophil Extracellular Traps »)
constitués d’ADN, d’histones et de protéines sont également impliqués dans la structure du

thrombus (Staessens et al., 2021 ; Staessens et De Meyer, 2021 ; Ho-Tin-Noé et al., 2023).
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Figure 5 : composition des thrombi dans les AVC ischémique aigus.

Les deux principaux types de thrombi sont schématisés selon leur composition. Les thrombi riches en
globules rouges présentent une structure relativement simple avec des globules rouges, des fibres et de la
fibrine. En revanche, les thrombi riches en plaquettes sont plus complexes, intégrant des plaquettes, de la
fibrine, du VWF, des leucocytes, de I’ADN, ainsi que des NETs (\VVandelanotte et De Meyer, 2024).

La proportion de ces composants varie en fonction de 1’étiologie de I’AVC, bien
qu’il reste difficile a ce jour d’établir un lien clair entre ’origine de I’AVC et la composition

du caillot (Brinjikii et al., 2021).
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Figure 6 : hétérogénéite des thrombi dans les AVC ischémiques aigus.

La composition des thrombi récupérés chez des patients victimes d’un AVC ischémique aigu (n=177) a été
analysée par coloration histologique. Les proportions relatives de matériel riche en plaquettes (en gris) et
riche en globules rouges (en rouge) ont été déterminées. Chaque thrombus est représenté par une barre
d’histogramme, classée selon un spectre de composition allant des thrombi riches en plaquettes (& gauche),




aux thrombi a composition mixte (au centre), jusqu’aux thrombi riches en globules rouges (a droite). Des
images représentatives de thrombi riches en plaquettes (a gauche), de composition mixte (au centre), et riches
en globules rouges (a droite) sont présentées sous le graphique. Ces coupes histologiques sont colorées au
MSB (« Martius Scarlet Blue »), qui colore les globules rouges en jaune, la fibrine en rouge, le collagéne en
bleu, ou au CD42b, qui marque les plaquettes en violet. Barre d’échelle = lmm. (Vandelanotte et F. De
Meyer, 2024).

Enfin, la composition et la morphologie (Pikija et al., 2016) des thrombi évoluent
au fil du temps. Initialement riches en plaquettes, ils deviennent progressivement riches en
fibrine, en raison de la polymérisation de celle-ci autour des agrégats plaquettaires au cours

de la cascade de coagulation (\Weisel et Litvinov, 2013).

2.3.4. Du déséquilibre hémostatique a I’embolisation

L’hémostase est le processus qui maintien 1’intégrité du systeme circulatoire apres
un dommage vasculaire. Ce mécanisme est essentiel pour prévenir les hémorragies et ainsi
maintenir I’intégrité des vaisseaux. On distingue trois étapes de 1’hémostase (Teruya,

2021).
¥ L’hémostase primaire

L’hémostase primaire débute par le temps vasculaire, qui concerne les évenements se
produisant suite a une bréche dans 1’endothélium, causée par la rupture d’une plaque
d’athérome ou par un traumatisme mécanique par exemple. Les cellules endothéliales
Iésées libérent des médiateurs chimiques, tels que I’adrénaline, la noradrénaline et la

sérotonine, induisant une premiere phase de vasoconstriction.

En temps normal, I’endothélium sain présente une surface non-adhésive pour les
plaquettes circulantes, grace a la prostacycline, au monoxyde d’azote et a I’héparan sulfate.
Cependant, en réponse a une lésion endothéliale, le collagéne de la matrice sous-
endothéliale est exposé au flux sanguin, ce qui déclenche le recrutement et ’activation des
plaquettes, marquant le début du temps plaquettaire, caractérisé par la formation du clou

plaquettaire.

Ce processus de recrutement suit la voie du collagéne sous-endothélial, et se déroule

en plusieurs étapes :

Initiation : Iexposition du collagéne recrute les plaquettes circulantes via

I’intégrine a2p1 (GPla-11a), et les active par I’intermédiaire de leur récepteur GPVI.



Interaction avec le facteur de von Willebrand : le facteur de von Willebrand
circulant se lie au collagene exposé, facilitant ainsi I’adhésion des plaquettes au collagéne
par leurs récepteurs GP Ib-V-1X (Furie et Furie, 2008).

Activation et recrutement des plaquettes : les plaquettes adherent au site de la
Iésion, s’activent, et étendent leurs filopodes, pour augmenter leur surface d’interaction.
Elles libérent ensuite des granules denses et des granules a contenant de I’ADP et du

thromboxane A2, qui servent a recruter et a activer d’autres plaquettes.

Agrégation : les plaquettes activées s’agrégent via des ponts de fibrinogéne formés
entre leurs récepteurs GPIIb/llla, constituant ainsi le bouchon hémostatique primaire
(Figure 7).
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Figure 7 : hémostase primaire.
Suite & une bréche vasculaire, la voie du collagéne est recrutée afin de former le bouchon hémostatique
primaire, composé de plaquettes. Adapté de (Du et al., 2023).

¥ L’hémostase secondaire :

L’agrégat de plaquettes formé a I'issue de I’hémostase primaire reste fragile.
L’hémostase secondaire intervient pour solidifier ce bouchon hémostatique, principalement
grace a la formation de fibrine par I’activation de la voie du facteur tissulaire (voie

extrinseque de la coagulation). Ce processus se déroule en plusieurs étapes :

Initiation : le facteur tissulaire, exposé suite a la lésion, forme un complexe avec le
facteur Vlla (forme activée du facteur VII circulant). Ce complexe active le facteur X, le

transformant en facteur Xa.

Prothrombinoformation : le facteur Xa, en collaboration avec le facteur Va, le
calcium et les phospholipides plaquettaires, forme le complexe prothrombinase, qui

convertit la prothrombine en thrombine.



Fibrinoformation : la thrombine convertit le fibrinogéne en fibrine. Cette fibrine

est ensuite stabilisée par le facteur XIII, créant un réseau qui consolide le caillot sanguin.

Bien que la voie extrinséque soit initialement activée, des acteurs de la voie intrinseque
sont également impliqués dans ce processus pour assurer une coagulation efficace et

compléte (Figure 8).
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Figure 8 : cascade de la coagulation.

L’hémostase secondaire fait appel aux acteurs de la voie extrinseque, complétés par ceux de la voie
intrinséque et de la voie commune, pour aboutir a un caillot sanguin stabilisé par la fibrine (N. Poupard,
2017).

€ Fibrinolyse

Une fois ’hémorragie controlée grace a 1’hémostase primaire et secondaire, il est
nécessaire d’arréter le processus de coagulation pour permettre la recanalisation du
vaisseau sanguin concerné. C’est la qu’intervient la fibrinolyse, le processus physiologique

responsable de la dégradation des caillots sanguins.

Le plasminogene, un précurseur inactif présent dans le plasma, joue un réle clé dans

ce mécanisme. Lors de la formation d’un caillot, 1’activateur tissulaire du plasminogéne



(tPA) est sécrété par les cellules endothéliales en réponse a divers stimuli (produits de la
coagulation, cytokines, stase veineuse, anoxie, acidose). Le tPA se lie ensuite a la fibrine
du caillot, formant un complexe fibrine-tPA, ce qui permet une action localisée. Ce
complexe déclenche la conversion du plasminogéne en plasmine, 1’enzyme responsable de

la dégradation du caillot.

La plasmine est ’agent final de la fibrinolyse. Elle dégrade la fibrine en produits de
dégradation, permettant ainsi la dissolution du caillot et le rétablissement du flux sanguin
(Figure 9).
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Figure 9 : acteurs de la fibrinolyse.

L’activation du plasminogene par le tPA permet sa conversion en plasmine, qui dégrade
la fibrine en produits de dégradation (Fibrinolysis: Key Players, Process, Disorders &
Therapeutics).

Cet équilibre délicat entre la coagulation et la fibrinolyse contribue au maintien de
I’homéostasie vasculaire (Figure 10). Si cet equilibre est perturbé, par exemple en cas
d’activité excessive de I’hémostase primaire et secondaire, le thrombus peut croitre et
devenir vulnérable aux forces mécaniques, notamment dans les artéres ou la pulsation est
importante. Il peut alors se détacher et migrer via la circulation sanguine, risquant
d’obstruer une artere ou, plus rarement, une veine cérébrale. Ce phénomene est appelé

embolisation, conduisant a un AVC thromboembolique.
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Figure 10 : équilibre fragile de la balance hémostatique.

L’équilibre hémostatique est maintenu par les facteurs anti-coagulants (a gauche) qui empéchent la
formation excessive de caillots et favorisent leur dégradation, et les facteurs pro-coagulants (a droite), qui
favorisent la formation de caillots pour prévenir les hémorragies. Un déséquilibre de cette balance en faveur
de I’'un ou de autre facteur, peut entrainer une hémorragie ou une thrombose. Réalisé avec Biorender (V1.
Abioui-Mourgues) et inspiré de (Jax et al., 2009).

2.3.5. De I’embolisation a I’impact sur le Débit Sanguin Cérébral (DSC)
Le DSC est défini comme le volume sanguin qui circule par unité de masse et par
unité de temps dans le tissu cérébral, exprimé en ml de sang par 100 g de tissu par minute
(ml1/100g/min).

Lors d’un AVC ischémique, la présence du thrombus entraine une réduction du
calibre de la lumiére du vaisseau, pouvant aller jusqu’a son occlusion complete. Cette
réduction de la lumiére vasculaire provoque une diminution du DSC dans la région
cérébrale concernée. Chez un adulte en bonne santé, le DSC moyen est d’environ 50
ml/100g/min, avec des valeurs plus élevées dans la substance grise (~80 ml/100g/min) et
plus faibles dans la substance blanche (~20 ml/100g/min) (Sergio Fantini et al., 2016). Une

réduction du DSC en-dessous de ces valeurs déclenche des mécanismes compensatoires.

2.3.5.1. Phénomenes compensatoires

# Circulation collatérale : la circulation collatérale consiste en un réseau de
vaisseaux sanguins capables de compenser une baisse du DSC en étant recrutés pour
assurer un apport sanguin alternatif. Les structures anatomiques de ce systeme

peuvent étre classées en systéemes collatéraux primaires et secondaires. Les



collatérales primaires se réferent au polygone de Willis, un réseau d’anastomoses
situé a la base du créne, qui connecte les circulations postérieures (arteres
cerébrales, tronc basilaire) et antérieures (artéres carotides internes). Ce réseau peut
compenser une diminution de la perfusion dans 1’une des circulations, par la
vasodilatation de l’autre. Les collatérales secondaires incluent les arteres
leptoméningées, qui anastomosent les segments distaux de I’ACA et de I’ACM, et
entre ceux de I’ACP et ’ACM (Hung et al., 2022), permettant ainsi une suppléance
temporaire des apports en substrat énergétique dans la région cérébrale ischémiée
(Figure 11).
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Figure 11 : circulation collatérale primaire et secondaire.

La circulation collatérale primaire comporte le polygone de Willis situé sur la face ventrale du cerveau,
a la base du créne, et permet de compenser un manque d’apport sanguin dans une des branches du
polygone. La circulation collatérale secondaire est composée des anastomoses entre I’ACM et I’ACA
(a). En cas d’AVC avec un réseau collatéral secondaire insuffisant, les collatérales ne parviennent pas a
se remplir suffisamment et ne compensent pas efficacement la réduction du flux sanguin apres
I’occlusion artérielle (b). Chez les patients disposant d’un bon réseau collatéral secondaire, une
amélioration du flux est observée. Le flux change de direction, permettant au sang d’irriguer la zone
ischémiée par plusieurs cétés (c) (EI Amki et Wegener, 2017).

La richesse de la circulation collatérale varie d’un individu a ’autre (Figure 12) (par
exemple, en fonction de I’intégrité du polygone de Willis et du nombre de collatérales
secondaires), ce qui peut avoir un impact sur le pronostic post-AVC, notamment en
facilitant une meilleure recanalisation et reperfusion chez les patients disposant d’une

circulation collatérale robuste (Mangiardi et al., 2023).
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Figure 12 : anastomoses leptoméningées chez trois souches de souris.

Les souris Balb-c (2 gauche) ne présentent pas d’anastomoses visibles entre I’ACM et I’ACA,
contrairement aux souris C57/BL/6 (au centre) qui possedent un réseau anastomotique riche. La souche
Rabep2-/- présente quelques anastomoses visibles. Les cerveaux ont été prélevés et clarifiés par
iDISCO, puis colorés avec un anticorps anti-SMA-Cy3. Barre d’échelle = 1 mm (Felizitas Binder et al.,
2024).

¥ Modification du taux d’extraction d’oxygene : en plus de la circulation
collatérale, I’augmentation de la fraction d’extraction d’oxygeéne sanguin par le
cerveau contribue a limiter ’ischémie. En condition physiologique, le cerveau
extrait entre 30 % et 55 % de I’oxygéne disponible dans le sang artériel qui le
perfuse (Ito et al., 2004). En situation d’ischémie, ce taux d’extraction peut
augmenter, permettant ainsi de mieux répondre aux besoins métaboliques des
cellules cérébrales malgré la réduction du DSC.

¥ Autoregulation cérébrale : ce mécanisme permet de maintenir un DSC constant
malgré les variations de la pression artérielle moyenne (PAM) systémique (Cipolla,
2009). Lors d’un AVC ischémique, ce processus peut inclure la vasodilatation
locale des artéres afin d’augmenter le flux sanguin vers la région affectée, en
réponse a la baisse de la pression de perfusion dans les capillaires cérébraux. Le
deuxiéme mécanisme pouvant entrer en jeu est I’augmentation de la pression

artérielle systémique par 1’activation du systéme nerveux sympathique. Ces deux



mécanismes permettent ainsi de recruter la circulation collatérale (Nogueira et al.,
2021).

2.3.5.2. Limite des phénoménes compensatoires
Les signes cliniques d’une ischémie ne se manifestent pas tant que la diminution de
la perfusion n’excéde pas la capacité du cerveau a extraire I’oxygéne nécessaire pour
répondre aux besoins métaboliques. Cependant, lorsque les mécanismes compensatoires
sont dépassés, un déséquilibre survient entre les besoins en substrats énergétiques et les

apports, entrainant I’ischémie.

2.3.5.3. Seuil d’ischémie cérébrale et vulnérabilité cellulaire
Le seuil d’ischémie cérébrale (dependant a la fois de la sevérité de la réduction du
DSC résiduel et de la durée de cette réduction) (Astrup, 1981), ainsi que le type cellulaire
concerng, déterminent le temps écoulé entre I’occlusion artérielle et la mort cellulaire. Par
exemple, les neurones, en raison de leur haute demande meétabolique, sont particulierement
vulnérables a I’ischémie, tandis que les astrocytes et les cellules endothéliales peuvent
résister plus longtemps (Rajput et al., 2024). Les differents types cellulaires du SNC sont

présentés dans la Figure 13.
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Figure 13 : systéme nerveux central (SNC).

Le SNC est constitué de neurones et de cellules gliales. Les neurones, qui assurent la transmission de
I’information, sont entourés par la névroglie : les oligodendrocytes étendent leurs prolongements pour
s’enrouler autour des fibres nerveuses, formant ainsi la qui accélére la conduction des
signaux nerveux. Les cellules microgliales sont des macrophages qui assurent la surveillance immunitaire.



Elles phagocytent les débris et participent au remodelage synaptique. Les quant & eux, fournissent
un soutien structurel, établissent des connexions entre les neurones et la circulation sanguine, et forment un
joint étanche autour des capillaires sanguins, contribuant a la Barriere Hémato-Encéphalique (BHE). lls
veillent également a 1’apport de nutriments aux neurones (Jade, 2017).

2.3.5.4. Excitotoxicité

2.3.5.4.1. Le systeme glutamatergique
Le glutamate, ou acide glutamique est le principal neurotransmetteur excitateur
du Systéeme Nerveux Central (SNC). Environ 40 % des neurones du SNC sont
glutamatergiques, et 90 % des neurones possédent des récepteurs au glutamate
(Gasiorowska et al., 2021).

Contrairement a d’autres molécules, le glutamate ne peut pas traverser la BHE. Par
conséquent, il doit étre synthétise localement par les neurones a partir de précurseurs
présents dans le cerveau, principalement la glutamine (Bradford, 1978). Une fois synthétisé
dans le cytoplasme présynaptique, le glutamate est stocké dans les vésicules synaptiques
grace a l’action de transporteurs spécifiques, les VGLUTSs (« Vesicular Glutamate

Transporters »).

Lors de la transmission synaptique, le glutamate est libéré dans la fente synaptique
ou il se lie a ses récepteurs ionotropes specifiques situés a la surface des neurones
postsynaptiques, tenant leurs noms des agonistes qui les activent : les récepteurs NMDA
(N-méthyl-D-aspartate), AMPA (acide alpha amino 3 hydroxy-5méthyl-4-isoxanole-
propionique), et kainate (acide kainique). Ces récepteurs sont des canaux laissant passer
les cations (sodium Na*, potassium K*, calcium Ca?*) de maniére non sélective, et leur
activation entraine des réponses post-synaptiques excitatrices, essentielles a la

communication neuronale (Popoli et al., 2012) (Figure 14).

Aprés avoir rempli sa fonction de neurotransmission, le glutamate est rapidement
éliminé dans la fente synaptique pour prévenir toute excitotoxicité due a un exces de

stimulation.

Cette élimination est assurée par des transporteurs a haute affinité appelés EAATS
(« Excitatory Amino Acid Transporters »), présents sur les neurones et, surtout, sur les
cellules gliales, notamment les astrocytes (Parpura et al., 1994). Ces cellules gliales jouent
un réle crucial dans la régulation du glutamate : une fois capté, le glutamate est converti en

glutamine, une forme non excitatrice, qui est ensuite restituée aux neurones.



Ce processus, connu sous le nom de cycle glutamate-glutamine, illustre la coopération
dynamique entre les cellules gliales et les terminaisons synaptiques pour assurer un

approvisionnement adéquat en neurotransmetteurs.
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Figure 14 : la synapse glutamatergique.

Le glutamate neuronal (Glu) est synthétisé a partir de glucose et de glutamine (Gln) apportés par les cellules
gliales. 1l est ensuite stocké dans des vésicules synaptiques via un transporteur spécifique (vGIuT).
L’interaction et la fusion des vésicules avec la membrane synaptique se font par 1’intermédiaire de complexes
solubles, les SNARE (« N-éthylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein REceptor »). Le glutamate est
ainsi libéré dans 1’espace extracellulaire. Il va alors interagir avec les récepteurs NMDA, AMPA et
métabotropiques (mGIuR) présents sur les membranes des neurones pré et post-synaptiques et des cellules
gliales. Ces interactions vont initier de nombreuses réponses, comme la dépolarisation membranaire,
I’activation de cascades de signalisation, la modulation de la synthése de protéines et I’expression de certains
génes. La clairance du glutamate dans la synapse se fait au travers de transporteurs des acides aminés
excitateurs (« excitatory amino acid transporter », EAATS), principalement dans les cellules gliales, ou le
glutamate va étre converti en glutamine, qui est ensuite réacheminée vers les neurones (Popoli et al., 2012).

2.3.5.4.2. Les récepteurs au N-Méthyl-D-Aspartate (NMDA)
Les récepteurs NMDA jouent un role crucial dans le contexte de I’AVC ischémique,
en raison de leurs propriétés qui influencent la survie neuronale. Ces récepteurs sont des

canaux ioniques qui permettent le passage du Ca?*, du Na* et du K*. L’entrée de calcium



via ces récepteurs déclenche des cascades de signalisation intracellulaire, ol le Ca?* agit

comme un second messager, modulant divers processus cellulaires.

Une caracteéristique distinctive des récepteurs NMDA est leur interaction avec le
magnésium (Mg?*) extracellulaire. A des potentiels de repos (-65 mV), le Mg?* bloque le
canal NMDA, empéchant ainsi le passage des ions. Cependant, lors de la dépolarisation de
la membrane neuronale (-30 mV), ce blocage est levé : le Mg?* est expulsé du canal,
permettant alors au Ca2* et aux autres cations de pénétrer dans la cellule. Ce mécanisme
dépendant du voltage est essentiel pour la régulation de I’activité synaptique et pour les

phénomeénes de plasticité neuronale.

Pour s’activer, les récepteurs NMDA nécessitent non seulement la liaison du
glutamate, mais aussi celle d’un co-agoniste tel que la glycine ou la D-sérine. Cette
exigence d’un co-agoniste ajoute une régulation supplémentaire a la fonction des récepteurs
NMDA. Ces récepteurs sont structurés en tétrameres, composés de quatre sous-uniteés :
deux GluN1, et deux autres sous-unités GluN2 et/ou GIuN3, selon leur localisation dans le
SNC (Moriet Mishina, 1995 ; Paoletti, 2011). La composition en sous-unités des récepteurs
NMDA influence leurs propriétés fonctionnelles, notamment leur sensibilité au Mg?* et

leur cinétique de réponse.

Principalement localisés a la surface des neurones, tant au niveau présynaptique
que postsynaptique, les récepteurs NMDA jouent un role central dans la transmission
synaptique excitatrice et la plasticité synaptique, des processus essentiels pour
I’apprentissage et la mémoire. Ils sont également présents sur les astrocytes (Krebs et al.,
2003), contribuant a des fonctions neurogliales. Ils sont enfin aussi présents sur les
oligodendrocytes (Karadottir et al., 2005), les lymphocytes (Tuneva, Bychkova et
Boldyrev, 2003), et les cellules endothéliales cérébrales (Andras et al., 2007).

2.3.5.4.3. EXxcitotoxicité induite par la suractivation glutamatergique

¥ Phase d’induction, dysfonctionnement de la chaine respiratoire
mitochondriale par déplétion d’ATP : dans les premiéres minutes suivant
I’occlusion artérielle, la chaine respiratoire mitochondriale est perturbée par le
manque d’apport en oxygene, ce qui diminue la production d’ATP. Cette déplétion
en ATP altére le fonctionnement des pompes Na*/K*-ATPase a la surface des

cellules, essentielles au maintien du potentiel membranaire et de 1’homéostasie



ionique. Le dysfonctionnement de ces pompes entraine un afflux massif de sodium
(Na*) et de calcium (Ca?") dans la cellule (Li et Yang, 2017).

3 Phase d’amplification et conséquences de I’excés de glutamate extracellulaire :
la perte du potentiel membranaire, causée par I’entrée des cations, déclenche une
dépolarisation et la libération excessive de glutamate, conjointement a 1’altération
de sa recapture par les astrocytes. Ce cercle vicieux d’excitation neuronale
incontrOlée peut étendre les lésions au-dela de la région cérébrale initialement
affectée par le phénoméne de dépolarisations péri-infarcts (Dohmen et al., 2008) :
le glutamate en exces dans le territoire ischémique va activer les neurones
avoisinants, créant ainsi une chaine de dépolarisations envahissantes. Ce
phénomeéne contribue a la formation de 1’cedéme cytotoxique (Dreier et Reiffurth,
2017).

¥ Phase d’expression et conséquences de I’entrée massive de
calcium intracellulaire : I’augmentation rapide du calcium intracellulaire modifie
I’osmolarité du cytoplasme, provoquant une entrée d’eau par osmose et entrainant
ainsi un cedéme cytoplasmique, premier signe visible des dommages cellulaires.
Le calcium intracellulaire active plusieurs enzymes dépendantes du calcium, telles
que les protéases (calpaines), les phospholipases et les endonucléases, qui dégradent
les protéines, les lipides membranaires et ’ADN, compromettant I’intégrité
cellulaire. Simultanément, 1’accumulation de calcium dépolarise la membrane
mitochondriale, ce qui peut entrainer sa rupture. La synthése d’ATP est alors
gravement perturbée, et des radicaux libres oxygénés (ROS) sont produits,
contribuant au stress oxydatif. Par ailleurs, la rupture mitochondriale libére du
cytochrome C dans le cytoplasme, déclenchant le mécanisme d’apoptose.
L’augmentation de calcium active également I’oxyde nitrique synthase neuronal
(nNOS), augmentant la production de monoxyde d’azote (NO), qui participe au
stress oxydatif et nitrosatif, exacerbant ainsi les lésions neuronales. De plus, la
stimulation des récepteurs NMDA par le glutamate conduit a I’activation de la
protéine RhoA, laquelle joue un réle crucial dans la mort neuronale en activant des

kinases spécifiques du stress excitotoxique (Kitaoka et al., 2004).

Ce processus révéle Iexcitotoxicité comme un déclencheur majeur des lésions
tissulaires dans 1’ischémie cérébrale, soulignant I’importance du calcium intracellulaire

dans les premiers événements induits par 1’ischémie cérébrale.



2.3.5.4.4. Réaction inflammatoire : activation microgliale et infiltration
leucocytaire

Selon le dictionnaire médical de I’Académie de Médecine, I’inflammation est un

« ensemble de manifestations (...) se produisant dans [’organisme en réponse a des

agressions variées (...) dans le cadre des processus réactionnels indispensables au

maintien de intégrité du soi ». Dans le contexte de I’ischémie cérébrale, I’inflammation

joue un role dans 1’évolution des 1ésions cérébrales (ladecola et Anrather, 2011), avec des

effets potentiellement déléteres ou réparateurs selon sa phase.

¢ Phase aigué : des les premiéres heures suivant 1’ischémie, la production d’acteurs

de linflammation (les ROS — «Reactive Oxygen Species», les DAMP —
« Damage-Associated Molecular Patterns », et la HMGB1 — « High Mobility
Group Box 1 ») activent les cellules microgliales, les macrophages residents du
cerveau. Ces cellules liberent dans la circulation sanguine des cytokines pro-
inflammatoires, telles que telles que I'IL-1B, le TNFa, et I'lL-6. Ces cytokines
activent les cellules endothéliales, qui recrutent d’autres cellules immunitaires,
principalement des leucocytes, dans la zone ischémique. L’infiltration de ces
leucocytes, facilitée par la perte d’intégrité de la BHE, aggrave les 1ésions tissulaires
en libérant des mediateurs inflammatoires, des enzymes protéolytiques et des
radicaux libres, contribuant a I’excitotoxicité et a la destruction cellulaire (Drieu
et al., 2018).

Phase subaigué : dans les jours suivant I’AVC, les cellules phagocytaires, comme
la microglie et les macrophages, continuent d’éliminer les débris cellulaires.
Parallelement, les cytokines pro-inflammatoires persistent, stimulant le recrutement
de monocytes et macrophages ainsi que de lymphocytes T, ce qui prolonge
I’infiltration des cellules immunitaires dans le cerveau.

Phase tardive: a mesure que l’inflammation diminue, la phase tardive se
caractérise par la réparation des tissus et la restauration de leur intégrité. Ce
processus inclut le remodelage de la matrice extracellulaire, la neurogénese, la
croissance des axones, la formation de nouvelles dendrites (dendritogénése), la
myélinisation (oligodendrogenése). La gliose réactive s’installe, les astrocytes et
les microglies formant une cicatrice gliale autour de la Iésion. Cette cicatrice limite

la propagation de I’inflammation et stabilise les tissus endommages, mais elle peut



aussi entraver la régénération axonale et compromettre

fonctionnelle dans les phases chroniques (Jurcau et Simion, 2022).

la récupération

L’inflammation post-AVC a donc un role ambivalent : elle contribue a la fois a

I’aggravation des 1ésions par la libération de médiateurs pro-inflammatoires et a I’entrave

de la régénération cellulaire par la cicatrice gliale, tout en ayant des effets bénéfiques grace

a I’élimination des débris, au remodelage tissulaire et a la production de facteurs de

croissance (Figure 15).
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Figure 15 : inflammation cérébrale en condition d’ischémie.

La formation du caillot active la production de chimiokines et entraine ’infiltration de cellules immunitaires,
telles que les neutrophiles et les macrophages. En paralléle, la rupture de la BHE et I’activation des astrocytes
et microglies favorisent la neuroinflammation, contribuant a la dégénérescence neuronale et a la libération de
facteurs pro-inflammatoires comme le TNF (« Tumor Necrosis Factor »). Avec la contribution de C. Seillier.

2.3.5.4.5. Mort cellulaire : nécrose, apoptose et autophagie

La nécrose, conséquence de I’épuisement énergétique et des dommages cellulaires

massifs, se caractérise par une lyse cellulaire incontrdlée qui déclenche une inflammation

secondaire (Jayaraj et al., 2019).



L’apoptose, ou mort cellulaire programmée, est un processus ordonné activé par la
signalisation calcique, le stress oxydatif, et ’activation des caspases. Ce mécanisme
nécessite un apport d’énergie, d’ou la prédominance de ’apoptose dans les territoires ou
un DSC résiduel subsiste. Une ischémie modéree entraine donc préférentiellement une mort
cellulaire apoptotique, alors qu’une atteinte plus sévére entraine une mort nécrotique
(Bonfoco et al., 1995 ; Nicotera et Lipton, 1999).

Enfin, bien que I’autophagie soit généralement un mécanisme de survie cellulaire,
sa dysrégulation dans le contexte ischémique peut conduire a une dégradation excessive

des composants cellulaires et, finalement, a la mort cellulaire (Yu et al., 2004).

Les différents processus délétéres conduisant a la mort cellulaire sont présentés dans

la Figure 16.
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Figure 16 : cascade des événement délétéeres lors de I’ischémie cérébrale focale.

Peu aprés I’apparition d’un déficit de perfusion localisé, des mécanismes excitotoxiques peuvent causer des
dommages irréversibles aux neurones et a la glie. De plus, cette excitotoxicité déclenche une série de
processus qui aggravent encore la détérioration des tissus. Parmi ces processus, on trouve les dépolarisations
péri-infarctus ainsi que des mécanismes plus tardifs tels que I’inflammation et I’apoptose (Dirnagl et al.,
1999).

2.3.5.5. L’hétérogénéité du DSC et les territoires ischémiques
Les dommages cellulaires a la suite de 1’ischémie ne sont pas uniformes, car ils
dépendent de la réduction du DSC, qui elle-méme est hétérogene. Trois zones distinctes
peuvent étre identifiées dans le territoire ischémique, chacune ayant des caractéristiques et

des implications cliniques différentes :



2.3.5.5.1. Le foyer ischémique

Cette zone centrale est directement dépendante du vaisseau occlus, et présente un
DSC inférieur a 12 ml/100g/min. Les cellules ont perdu leur potentiel membranaire de
maniére irréversible en raison du déficit sévére en oxygene et nutriments. La mort
cellulaire y survient rapidement, principalement par nécrose, entrainant la formation d’une

Iésion cérébrale permanente.

2.3.5.5.2. La pénombre ischémique

La zone de pénombre se situe en périphérie du foyer ischémique, et présente un
DSC compris entre 12 et 22 ml/100g/min. Bien que la perfusion dans cette zone soit réduite,
elle reste suffisante pour maintenir la viabilité cellulaire a court terme, grace a ’apport
sanguin persistant via les collatérales artérielles. Cette zone est critique car elle est

potentiellement récupérable si une reperfusion rapide est obtenue.

2.3.5.5.3. L’oligémie bénigne
Cette zone constitue la périphérie du territoire ischémique, ou le DSC diminue
légérement entre 22 et 35 ml/100g/min, mais pas suffisamment pour entrainer un

dysfonctionnement du métabolisme cellulaire.

Des le début du déficit de perfusion locale, ces zones ne sont pas statiques et peuvent
évoluer dans I’espace et le temps. Si le DSC normal n’est pas rétabli rapidement, le volume
du foyer et de la pénombre ischémique peut s’étendre, aggravant les lésions cérébrales
(Figure 17) (Simon Jung et al., 2017).
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Figure 17 : territoires ischémiques.

Le foyer ischémique correspond a la zone ou la diminution excessive du DSC entraine des dommages
tissulaires irréversibles. La pénombre ischémique, représente la région encore récupérable, mais a haut risque
si la perfusion cérébrale n’est pas rétablie rapidement. L’oligémie, désigne les tissus ol la baisse du DSC
peut encore étre compensée grace a I’augmentation de I’extraction d’oxygéne. La progression de la 1ésion
ischémique en I’absence de reperfusion est illustrée a gauche, sous forme d’une échelle temporelle. Réalisé
avec Biorender (M. Abioui-Mourgues) et adapté de (Jung et al., 2017 ; Baron et al., 2018).

3. Concept d’unité neurovasculaire
L’AVC, par ses effets sur le systéme vasculaire, déclenche une cascade de processus
déléteres qui affectent ’ensemble du tissu cérébral. Pour comprendre pleinement I’impact
des altérations vasculaires sur les fonctions neuronales, il est nécessaire de considérer le
concept d’unité neuro-vasculaire (NVU) (Grotta, 2013). Ce concept souligne la relation
symbiotique entre les cellules cerébrales (neurones, astrocytes, microglies), et les vaisseaux
sanguins, qui fonctionnent de maniere étroitement liée pour maintenir 1’homéostasie

cérébrale.

Le cerveau est un organe avec de faibles réserves énergeétiques, dépendant d’un
apport constant en substrats énergétiques tels que I’oxygene et le glucose, fournis par le
flux sanguin. Cet apport doit étre précisément régulé pour répondre aux besoins spécifiques
des différentes régions cérébrales en fonction de leur activité. En d’autres termes, le cerveau
nécessite un approvisionnement sanguin ajusté en temps réel pour fournir les nutriments

« au bon endroit, au bon moment, et dans la bonne quantité » (ladecola, 2017).



3.1. Structure et fonctionnement de PUNV
L’unité neurovasculaire est composée de neurones, d’astrocytes, de cellules
endothéliales, de cellules musculaires lisses (SMCs), de péricytes, et de la matrice
extracellulaire. Ces composants interagissent de maniére coordonnée pour réguler le flux
sanguin cérébral, assurant ainsi un apport optimal d’oxygéne et de nutriments en fonction

de l’activité cérébrale.

La connexion entre les neurones et les vaisseaux varie selon les différentes parties
du réseau cérébrovasculaire : les artéres cérébrales naissent du polygone de Willis, situé a
la base du cerveau. Les grandes artéres, appelées artéres piales, parcourent la surface du
cerveau avant de se ramifier en artérioles et en capillaires au sein du parenchyme (Figure
18).
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Figure 18 : réseau cérébrovasculaire.
Les arteres piales parcourent la surface du cerveau, et s’enfoncent dans le parenchyme en se divisant en artéres
pénétrantes, capillaires, et vénules (ladecola, 2017).

Les arteres piales sont constituées d’une couche interne de cellules endothéliales
formant la lumiére du vaisseau, de plusieurs couches de cellules musculaires lisses (SMC),

et d’une couche externe appelée adventice.

A la surface du cerveau, les artéres sont séparées du parenchyme par les espaces de
Virchow-Robin, des espaces périvasculaires remplis de liquide interstitiel. Ces espaces
jouent un réle dans la circulation des fluides et le drainage des substances immunitaires
ainsi que des déchets du SNC (Jones, 1970 ; Zhang et al., 1990).

En s’enfongant dans le tissu cérébral, la structure des vaisseaux change. Les espaces

périvasculaires se rétrécissent, et les couches de SMCs diminuent progressivement pour



laisser place aux péricytes autour des capillaires. A ce niveau, les cellules endothéliales

sont en contact direct avec les pieds astrocytaires, participant a la formation de la BHE.

Les SMCs sont les principaux effecteurs du tonus vasculaire, modulant la
contraction et la dilatation des vaisseaux en reponse a divers stimuli, notamment par la
libération d’oxyde nitrique (NO) par les cellules endothéliales et les astrocytes. Le role des
péricytes dans la régulation de la contractilité des capillaires est parfois discuté (Hill et al.,

2015), bien que leur implication soit fortement supposée (Attwell et al., 2016) (Figure 19).
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Figure 19 : association neurovasculaire le long de I’arbre cérébrovasculaire : des arteres piales et
penétrantes, aux artérioles et capillaires intraparenchymateux.

L’artére piale (a) sur la surface corticale donne naissance a une artériole pénétrante (b). Les artéres piales ont
une épaisse couche de SMC, et sont entourées par 1’espace sous arachnoidien. Les artérioles pénétrantes
s’enfoncent dans le parenchyme cérébral et sont entourées d’un espace périvasculaire ou résident les
Macrophages Périvasculaires (PVM — « PeriVascular Macrophages »). Au fur et & mesure que les artérioles
pénétrent plus profondément au sein du cerveau (c), I’espace périvasculaire disparait et les vaisseaux sont
enfermés dans des pieds terminaux astrocytaires, et une seule couche de SMC. Les capillaires (d) sont
dépourvus de SMC, mais sont entourés de péricytes, entiérement enfermés par la membrane basale de
I’endothélium. La (en vert) est mise en évidence par coloration lipophile DiO injectée dans
la circulation. Les PVM et les méningés (en bleu) sont visualisés par immunohistochimie
CD206 (ladecola, 2017).

3.2. Historique du couplage neurovasculaire
L’idée que I’activité cérébrale pouvait influencer le flux sanguin local remonte a la
fin du XIX®™ siécle, ol, en réponse & une activité cérébrale, des variations du volume
cerébral et de la température de I’aire concernée étaient mesurées chez I’humain et I’animal
(Angelo Mosso, 1880 ; Roy et Sherrington, 1890), suggérant ainsi un lien entre activité

cérébrale et perfusion sanguine. Cette hypothese a été négligée puis oubliée, jusqu’a la fin



des années 1930, lorsqu’une étude a démontré qu’une stimulation visuelle (éclairage de
I’ceil) chez le chat augmentait la température du cortex visuel, un indicateur indirect de la
perfusion cérébrale (Schmidt et Hendrix, 1938). En 1945, il a été constaté que
I’augmentation de I’activité neuronale s’accompagnait d’une augmentation de la densité
vasculaire locale (Craigie, 1945), renforcant I’idée que D’activité neuronale modifie

directement I’architecture vasculaire pour répondre aux besoins métaboliques.

Ces premieres observations ont abouti aux bases du concept de couplage
neurovasculaire, selon lequel les changements vasculaires induits par ’activité neuronale

sont nécessaires pour satisfaire les besoins énergétiques des régions cérébrales actives.

Les premieres mesures quantitatives du DSC chez I’humain ont été réalisées en
1948 grace a I’utilisation du protoxyde d’azote comme traceur (Kety et Schmidt, 1950).
Entre les années 1960 et 1970, des avancées significatives ont été réalisées avec I’utilisation
de traceurs radioactifs, permettant de visualiser les changements locaux du DSC en réponse
a une activité neuronale (Lassen et Ingvar, 1961). Ces travaux ont contribué a I’émergence

de I'imagerie fonctionnelle.

3.3. Fonctionnement du couplage neurovasculaire
Le couplage neurovasculaire est le processus par lequel 1’activité neuronale
influence directement le flux sanguin local pour répondre aux besoins énergétiques des
régions cérébrales actives. Ce mécanisme repose sur une communication entre les

neurones, les astrocytes, et les composants vasculaires.

L’activité des neurones libére des neurotransmetteurs, comme le glutamate, dans
I’espace synaptique. Le glutamate active ses récepteurs spécifiques a la surface des
neurones post-synaptiques et des astrocytes voisins. En réponse, des voies de signalisation
specifiques sont déeclenchées, conduisant a la libération de substances vasoactives (I’oxyde
nitrique — « NO », I’acide arachinodique — « AA », les prostaglandines — « PG », et les
époxyeicosatriénoides — « EET ») par les astrocytes et les neurones situés prés des

vaisseaux sanguins (Figure 20).

Ces substances vasoactives agissent sur les SMCs des artérioles pour ajuster leur

contraction ou leur dilatation. Parallelement, les péricytes présents autour des capillaires



participent a la régulation du flux sanguin, modulant ainsi la distribution fine du sang au

sein des tissus cérébraux (Benarroch, 2023).

La réponse vasculaire finale a ces voies de signalisation est principalement une
vasodilatation, qui augmente le flux sanguin local pour répondre aux besoins métaboliques
des régions cérébrales actives. Cette dilatation est induite par la relaxation des SMCs des
artérioles, permettant un apport d’oxygéne et de glucose. A I’inverse, en cas de diminution
des besoins métaboliques, des signaux peuvent induire une vasoconstriction pour réduire
le flux sanguin. Ce mécanisme adaptatif permet une régulation fine de la circulation
sanguine cérébrale, assurant ainsi une distribution optimale des ressources en fonction de

I’activité neuronale (Attwell et al., 2010).
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Figure 20 : principaux mécanismes par lesquels le glutamate régule le flux sanguin cérébral.
Les voies provenant des astrocytes (A) et des neurones (B) a gauche régulent le flux sanguin en
envoyant des messagers (indiqués par des fleches), influengant les cellules musculaires lisses
(SMCs) autour des artérioles, lesquelles apportent de 1’oxygéne et du glucose aux cellules (2
droite, représenteés par la lumiere du vaisseau entourée de cellules endothéliales et de muscles
lisses).

(A) Signalisation astrocytaire : dans les astrocytes, le Glutamate augmente la concentration en
calcium (Ca?*), en activant les récepteurs métabotropiques du glutamate (mGIuR). Cela conduit a
la production d’acide arachidonique (AA) via la phospholipase A, (PLA;) et de trois types de
métabolites : les EET et les prostaglandines (PG) qui dilatent les vaisseaux, ainsi que le 20-HETE
dans les SMCs, qui provoque une contraction des vaisseaux. Par ailleurs, 1’élévation de la
concentration du calcium dans les pieds astrocytaires peut activer les canaux potassiques régulés
par le calcium (gk(ca), libérant ainsi du potassium (K*), ce qui contribue également a la dilatation
des vaisseaux.

(B) Signalisation neuronale : le Glutamate libéré lors de la transmission synaptique agit sur les
récepteurs NMDA (NMDAR), augmentant la concentration intracellulaire de calcium (Ca**). Cette
augmentation engendre la production d’acide arachidonique (AA) via la phospholipase A, (PLAy).
L’oxyde nitrique est ensuite converti en prostaglandines (PG) ayant un effet vasodilatateur.
L’augmentation de calcium (Ca?*) peut également provoquer la libération d’oxyde nitrique (NO)
par la synthase de 1’oxyde nitrique neuronal (nNOS). L’oxyde nitrique active ensuite la guanylate
cyclase dans les SMCs, générant du cGMP, ayant un effet vasodilatateur (Attwell et al., 2010).

3.4. De ’impact de I’ischémie au découplage neurovasculaire

Lors d’une ischémie, le dysfonctionnement de 1’unité neuro-vasculaire se manifeste

par des altérations des interactions a plusieurs niveaux.

L’cedéme des astrocytes provoque leur hypertrophie qui comprime les capillaires et

perturbe la libération des médiateurs vasoactifs (NO et prostaglandines), essentiels a la



vasodilatation (Sato et al., 2022). La permeabilisation de la BHE laisse passer de I’eau et

des ions en exces, perturbant les systémes de transport du glucose (O’Donnell, 2014).

L’ischémie entraine une augmentation du calcium intracellulaire dans les péricytes
(Zhou et al., 2022), causant leur contraction prolongée par manque d’ATP pour restaurer
des niveaux normaux de calcium. Cela réduit le diamétre des capillaires et entraine une
perfusion insuffisante, méme apres la reperméabilisation artérielle (Yemisci et al., 2009),

un phénomene connu sous le nom de « no-reflow » (Ames et al., 1968).

Le stress oxydatif et nitrosatif inhibe également la production des messagers
vasodilatateurs tels que les EETSs et le NO, ce qui empéche les SMCs des artérioles de se
dilater correctement pour ajuster le flux sanguin aux besoins métaboliques des régions

ischémiées (Sato et al., 2022).

Ces dysfonctionnements meénent a un découplage neurovasculaire, ou le flux
sanguin ne parvient plus a s’adapter aux besoins des neurones et des cellules gliales. Cette
inadéquation entre I’activité neuronale et I’apport sanguin contribue a 1’aggravation des
Iésions ischémiques et perturbe la régulation locale, entrainant des deficits fonctionnels

cliniqguement observables.

4. Plasticité cérebrale et récuperation post-AVC
Lors d’un AVC ischémique, les dégats structurels surviennent des les deux
premiéres minutes suivant le début de I’ischémie (Murphy et al., 2008), et les cascades de
nécrose et d’apoptose provoquent des altérations sensitives et motrices (Hossmann, 2006 ;
Zhang et Murphy, 2007). Chez les patients, une récupération spontanée est observée grace
a la plasticité synaptique et au réaménagement des réseaux neuronaux. Cette

récupération peut étre amplifiée par des thérapies spécifiques (Biernaskie et al., 2004).

De maniére intéressante, les processus de plasticité intervenant pendant le
développement du SNC et a la suite d’un AVC sont intimement liés (Carmichael et al.,
2005 ; Cheatwood et al., 2008a ; Ploughman et al., 2009). 1l est toutefois difficile de
distinguer si la récupération fonctionnelle apres un AVC est due a une Véritable
restauration des fonctions sensori-motrices, a une compensation, ou a une combinaison
des deux. Par exemple, chez le rat aprés une occlusion de ’ACM, des ajustements

posturaux permettent de retrouver des performances motrices proches de celles avant



I’AVC (Whishaw, 2000). Chez les patients, des mesures par électromyogramme ont

également mis en évidence ces phénomenes de compensation (Levin et al., 2002, 2009).

4.1. Plasticité neuronale et connectivité diffuse
Les mécanismes qui sous-tendent la récupération aprés un AVC reposent sur des
modifications structurelles et fonctionnelles du cerveau (Murphy et Corbett, 2009a). Dans
le SNC, la connectivité synaptique est bien définie et organisée de maniére somatotopique
(c’est-a-dire en fonction des parties du corps concernées) (Figure 21) dés le
développement, puis est faconnée par I’activité (Nudo et al., 1996). Cependant, les
neurones qui contribuent aux fonctions complexes, comme la mémoire, sont répartis dans

tout le cortex cérébral (Monfils et al., 2005).
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Figure 21 : organisation somatotopique et homoncule sensoriel.

Dans le cortex somatosensoriel et moteur, les différentes parties du corps sont représentées de maniére
ordonnée, ou chaque proportion de I’espace cortical correspond a la sensibilité ou a la finesse de contrdle
nécessaire. L’homoncule représente une image du corps humain indiquant les proportions corticales allouées
a chaque partie du corps (E. Nadeau et al., 2004).

Malgré sa structure en circuits définis, le cerveau peut acheminer les signaux via
plusieurs voies, chacune capable de s’adapter aux changements dans la transmission de
I’information. Cette connectivité diffuse, associée a la redondance des traitements

neuronaux, pourrait faciliter la récupération post-AVC.



4.2. Mécanismes de compensation sensorielle et motrice
Un autre mécanisme pour limiter les dommages post-AVC réside dans le fait que
les signaux sensoriels peuvent étre acheminés sur de longues distances au sein d’'un méme
hémisphere. Par exemple, les stimuli somatosensoriels provenant d’une partie spécifique
du corps sont généralement acheminés via le thalamus vers les aires sensorielles primaires
(S1) qui leur sont dédiées (Jones, 2000).

Chez les souris, I'imagerie par colorants sensibles au voltage a révélé une
connectivité intra corticale étendue entre différentes régions du cortex. Par exemple, une
stimulation des vibrisses peut entrainer une activité dans des parties du cortex sensoriel qui
traitent les signaux provenant des membres (T et al., 2007 ; Ferezou et al., 2007 ; Brown
et al., 2009). Une autre étude a montré que des signaux induits par la stimulation des
membres antérieurs pouvaient étre retenus dans des régions du cortex traitement les signaux
des membres postérieurs, méme apres un infarctus touchant les aires sensorielles primaires

des membres antérieurs (Sigler et al., 2009).

Craniotomy window

Figure 22 : cortex sensorimoteur de la souris.

Les voies sensorielles sont généralement controlatérales, de sorte a ce que les signaux provenant des membres
gauches vont au cortex droit. L’emplacement du cortex somatosensoriel des membres antérieurs (SFL —
« Forelimb ») et postérieurs (sHL — « hindlimb ») sont adjacentes au cortex moteur ( et mFL) (Murphy
et Corbett, 2009b).

Bien que le traitement sensoriel et moteur d’un c6té du corps soit généralement
controlé par I’hémisphere cérébral opposé (Figure 22), des voies ipsilatérales existent
également (Gonzalez et al., 2004 ; Brus-Ramer et al., 2009). Ainsi, certains réseaux
neuronaux peuvent impliquer des régions cerébrales controlésionnelles, c’est-a-dire

intactes du c6té opposé a la lésion.



Cependant, I’activation de fonctions bilatérales chez les patients ayant subi un AVC
ne semble pas toujours mener a une meilleure récupération que celle observée chez les
patients avec des schémas d’activation sensorielle latéralisée (\Ward et al., 2003 ; Cramer,
2008). L’activation bilatérale pourrait indiquer une incapacit¢é des mécanismes

compensatoires a restaurer une activité sensorielle normale et latéralisée.

4.3. Localisation et compétition des territoires corticaux
La localisation des lésions ischémiques joue un réle important dans la récupération
cellulaire, en particulier la zone de pénombre ischémique, ou les dendrites peuvent
récupérer leur structure lors de la reperfusion. Les neurones survivants subissent ensuite un
remodelage structurel et fonctionnel, jetant ainsi les bases de la récupération (Figure
23).

La localisation des lésions influence également la compétition pour les territoires
corticaux disponibles (Nudo et al., 1996). Par exemple, lorsqu’un doigt est retiré chez un
animal adulte (desafferentation), le territoire cortical qui lui est dedie se réorganise
rapidement pour représenter les doigts restants (Merzenich et al., 1983). Cela démontre que

méme chez les animaux adultes, il existe une forte compétition pour le territoire cortical

disponible.
Temps post-AVC !
Avant Quelques heures a 1 semaine 1 a 4 semaines 4 a 8 semaines
sHL SFL sHL SFL sHL o sHL .
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Figure 23 : plasticité de la zone péri-infarctus post-AVC chez le rongeur.

Les zones fonctionnelles du cortex somatosensoriel des membres antérieurs (sFL) et postérieurs (sHL) sont
représentées avec les projections thalamiques (11) et intracorticales («»). Avant I’infarctus, les entrées
sensorielles générent des potentiels d’action peu fréquents dans les neurones somatosensoriels. Au cours des
premiéres heures, les neurones dans le foyer ischémique meurent, tandis que ceux de la

perdent leurs épines dendritiques. 1 a 4 semaines apres I’AVC, de nouvelles projections axonales corticales
se forment. Le renouvellement des épines dendritiques ainsi que la synaptogenése augmentent. Les neurones
deviennent plus excitables, et perdent leur spécificité sensorielle native. Jusqu’a 4 a 8 semaines, un
raffinement des connexions synaptiques se produit, avec une plus grande spécificité dans les réponses
sensorielles. Les neurones sHL ont modelé leurs connexions pour traiter des informations auparavant mediées
par les neurones sFL affectés par I’infarctus. Adapté de (Murphy et Corbett, 2009b).



Aprés un AVC, les régions péri-infarctus qui sont en cours de récupération et qui
présentent des circuits compromis sont en compétition avec les tissus adjacents sains. Dans
le cas d’AVC relativement petits (affectant 5 a 10 % de ’hémispheére), la récupération
repose principalement sur le tissu péri-infarctus ayant une fonction similaire (Brown et
al., 2009). En revanche, apres un AVC massif, le tissu fonctionnel similaire peut se trouver
uniquement dans des régions plus ¢éloignées, telles que I’hémisphére controlatéral

(Biernaskie et al., 2005).

4.4. Remaniement des circuits et récupération fonctionnelle

Les observations sur des modelisations d’AVC chez la souris montrent qu’apres un
AVC dans le cortex sensoriel des membres anterieurs, la partie survivante de ce territoire
relaye les signaux vers le cortex moteur, huit semaines apres I’AVC. Les réponses
remaniées chez les animaux ayant récupére aprés un AVC durent plus longtemps que chez
les animaux sains, et montrent également une propagation du cortex moteur vers des
régions corticales éloignées (Brown et al., 2009). La récupération sensorimotrice post-
AVC implique donc des modifications de la propagation temporelle et spatiale du

traitement de I’'information sensorielle entre des sites locaux et distants.

4.5. Facteurs favorisant le remodelage neuronal

Le remodelage neuronal post-AVC est également influencé par la présence de
certains facteurs dans la région péri-infarctus. Ces facteurs peuvent favoriser les circuits
touchés par I’AVC au détriment des tissus sains. Parmi eux figurent les thrombospondines
1 et 2 d’origine gliale (facteurs synaptogéniques), ainsi que des protéines favorisant les
processus de croissance, telles que GAP43, mARCKS, CAP23, et d’autres facteurs de
croissance (Comelli et al., 1993 ; Stroemer et al., 1995 ; Carmichael et al., 2005). Ces
facteurs peuvent encourager la germination de nouveaux axones (Carmichael et
Chesselet, 2002) et favoriser 1’élaboration des dendrites (Jones et Schallert, 1994 ; Brown
etal., 2007). Leur expression précéde celle de facteurs inhibiteurs, tels que Nogo (inhibiteur
de la matrice extracellulaire) (Cheatwood et al., 2008b), le protéoglycane de sulfate de
chondroitine (Hobohm et al., 2005), I’éphrine A5, la sémaphorine 3A, et la neuropiline 1
(Carmichael et al., 2005). Ces facteurs inhibiteurs pourraient exister pour limiter la

réorganisation, et éviter ainsi la formation de connexions aberrantes.



La récupération fonctionnelle aprés un AVC ischémique repose donc sur des
mécanismes de plasticité cérébrale, incluant la réorganisation des circuits neuronaux,
la compétition pour les territoires corticaux, et la formation de nouvelles connexions
synaptiques. Ces processus sont influencés par des facteurs intrinseques favorisant la
croissance ou limitant la réorganisation. La localisation des lésions et le moment
d’intervention de la réhabilitation sont des parameétres importants pour maximiser la

plasticité et favoriser une récupération optimale.



PARTIE II : diagnostic de I’AVC ischémique

5. Evaluation clinique en phase aigué

La réduction du DSC local, qui crée un territoire ischémique hétérogéne ou tous les
acteurs de I’'UNV sont impactés, permet d’interpréter les manifestations cliniques chez le
patient. Le déficit neurologique aigu est directement lié au territoire vasculaire occlus, avec

une relation étroite avec la localisation de la lésion cérébrale et les symptdmes observeés.

Cette corrélation anatomoclinique permet de prédire le type et I’étendue des déficits

neurologiques en fonction du vaisseau obstrué.

En 1989, un outil de diagnostic et de scorage de la gravité des AVC, le NIHSS
(« National Institutes of Health Stroke Scale ») a été developpé. (Brott et al., 1989) Cet
outil propose une évaluation standardisée reposant sur ’analyse de 15 items neurologiques

cliniques, permettant une évaluation précise et rapide des déficits observés.

Chaque item est noté sur une échelle de 0 (aucun déficit) a 4 (déficit sévere). Le
score total ainsi obtenu permet de determiner la gravité de ’AVC (Tableau 2), et est
étroitement corrélé au pronostic du patient (L. Zhang et al., 2024). De plus, le NIHSS
permet de suivre I’évolution clinique des patients au fil du temps, facilitant ainsi les

décisions thérapeutiques et le suivi médical.

Score obtenu a I’issue du test Gravité de PAVC
1-4 Mineure
5-15 Modéree
15-20 Sévere
>20 Grave

Tableau 2 : échelle NTHSS de gravité de ’AVC.

La gravité d’un AVC est déterminée par le score total obtenu a partir de I’évaluation des 15 items cliniques
neurologiques de 1’échelle NIHSS. Chaque item est noté individuellement, et la somme des scores refléte
I’ampleur des déficits neurologiques observés.



6. Suivi clinique a long terme
L’échelle de Rankin (RS) a été créé en 1957 par John Rankin, puis modifiée en
1980. Tout comme le NIHSS, elle repose sur un principe similaire d’évaluation des
séquelles d’un AVC. Aujourd’hui, le score de Rankin modifié (mRS) est 1’outil le plus
couramment utilisé en clinique pour évaluer le degré de handicap ou de dépendance des
patients apres un AVC, en se concentrant sur leur capacité a réaliser les activités

quotidiennes (Tableau 3).

Score Handicap observé Conséquences sur la vie quotidienne
0 Aucun symptéme
1 Symptémes mineurs, aucun Aucune conséquence sur la vie
handicap significatif courante
. . uelques limitations sur les activités
2 Handicap léger Q q i . .
quotidiennes, mais patient autonome
Nécessité d’une aide partielle, mais
3 Handicap moderé patient capable de marcher sans
assistance
. . A Incapable de marcher ni ne subvenir a
4 Handicap modérément sévere i .
ses besoins corporels sans aide
. Patient alité, incontinent et nécessitant
5 Handicap grave .
de soins constants
6 Déces

Tableau 3 : échelle de Rankin d’évaluation du handicap post-AVC.
Les conséquences d’un AVC sur le long terme ou la récupération du patient sont évaluables grace aux 6 items
donnés (excluant le décés).

7. Imagerie céréebrale
L’imagerie médicale est indispensable pour le diagnostic et la prise en charge des
AVC. En complément de I’évaluation clinique, elle permet de confirmer la nature et

I’étendue de I’AVC, orientant ainsi les décisions thérapeutiques.

L’¢évaluation des AVC par imagerie repose sur les quatre « P » (« Parenchyma,
Pipes, Perfusion, Penumbra ») (Rowley, 2001) (Tableau 4). Cette approche permet de
détecter les hémorragies intracraniennes, de différencier les tissus infarcis des tissus encore
récupérables, d’identifier les thrombi intravasculaires, et ainsi choisir la thérapie la plus

appropriée tout en prédisant au mieux I’issue clinique.



Paramétre a évaluer Information obtenue

Evaluer les signes précoces de I’AVC aigu,
exclure les hémorragies

Evaluer la circulation extracranienne
(artéres carotides et vertébrales du cou) et
la circulation intracranienne pour détecter
la présence de thrombi intravasculaires
Evaluer le volume sanguin cérébral, le flux
Perfusion sanguin cérébral, et le temps de transit
moyen

Evaluer les tissus a risque de nécrose et
Pénombre d’apoptose si I’ischémie persiste sans
recanalisation du thrombus intravasculaire

Parenchyme

Vaisseaux

Tableau 4 : imagerie de I'AVC aigu.
L’évaluation de chacun des paramétres permet une caractérisation exhaustive de I’AVC. D’apres (Srinivasan
et al., 2006).

La tomodensitomeétrie (scanner) et I’lmagerie par Résonance Magnétique
(IRM) sont les techniques de référence en neuro-imagerie multimodale d’urgence,
permettant une évaluation compléte des quatre paramétres physiopathologiques de ’AVC
(Smith et Hill, 2018).

7.1. Tomodensitométrie (TDM) cérébrale
La tomodensitomeétrie (TDM) par rayons X, également connue sous le nom de
scanner ou CT-scan, est une technique d’imagerie médicale qui produit des images

détaillées des structures internes du corps.

Les rayons X traversent le corps du patient et sont attenués difféeremment selon la
densité et la composition des tissus. Les rayons X recus par les détecteurs sont ensuite
traités par un ordinateur pour des images en 2D et 3D grace a des algorithmes de

reconstruction, fournissant ainsi une visualisation précise des structures internes.

7.1.1. TDM non rehaussée
La TDM sans agent de contraste est généralement utilisée en urgence pour
diagnostiquer rapidement I’AVC. Elle permet de différencier un AVC ischémique
(hypodensités) d’'un AVC hémorragique (hyperdensités), et d’exclure d’autres causes de

symptdmes neurologiques aigus, comme une tumeur cérébrale ou une infection (Figure



24). Sa limite principale est cependant sa sensibilité réduite dans le cadre aigu de ’AVC

ischémique.

Figure 24: TDM axiale sans rehaussement.
Photo a. : infarctus cérébral sur le territoire de I'ACM gauche (contribution D. Cuete). Photo
b. : hémorragie intracérébrale gauche (contribution : M. Rodrigues). Source : Radiopaedia

7.1.2. TDM angiographique
La TDM angiographique permet de visualiser les vaisseaux sanguins grace a
I’injection d’un agent de contraste iodé (Figure 25). Cela permet d’identifier la localisation
et la nature de I’occlusion. Cette technique est particulierement utile pour évaluer les

patients présentant un AVC ischémique afin de determiner leur éligibilité aux différents

traitements possibles.

Figure 25: angio-TDM axiale.
L'ACI et I'ACM droite apparaissent complétement occluses (contribution B. Botz)

Source : Radiopaedia.

7.1.3. TDM de perfusion
Cette modalité permet de mesurer divers paramétres hémodynamiques cérébraux

par I’injection d’un agent de contraste iodé (Figure 26). L’évaluation de son passage dans



le tissu cérébral et la quantification de I’augmentation du contraste permet de discriminer
les différents compartiments caractéristiques de I’ischémie: le foyer ischémique, la
pénombre ischémique et I’oligémie. Les données obtenues complétent les informations

fournies par la TDM et I’angio-TDM pour optimiser la stratégie thérapeutique.

Figure 26 : CT de perfusion axiale.

Suite une occlusion importante de I'ACM gauche, une réduction visible des
différents parametres hémodynamiques peut étre observée (contribution RMH
Core Conditions) Source : Radiopaedia.

7.2. Imagerie par Résonance Magnétique (IRM)

L’IRM utilise des champs magnétiques puissants et des ondes radiofréquentes pour
aligner les protons des molécules d’eau du corps. Lorsque ces protons reviennent a leur état
d’équilibre, ils libérent de 1’énergie sous forme de signaux radio (relaxation) (Figure 27).
Ces signaux varient en fonction de la nature du tissu et peuvent étre influencés par le fer,
notamment dans ’hémoglobine. Cela permet de détecter des accumulations de sang,
comme dans le cas d’'un AVC hémorragique. Aprés détection et analyse des signaux, les
images sont reconstruites en 2D ou 3D, offrant ainsi des détails précis sur les structures

internes et les tissus mous.
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Figure 27 : principe de la résonance magnétique nucléaire utilisée en IRM.
Dans la matiere organique, les spins (fleches rouges) ne sont normalement pas alignés
(A). Mais lorsqu'un champ magnétique intense BO est appliqué, les spins vont s'aligner
selon les lignes de champ (B). Dans cet état, les spins peuvent étre basculés par

I'application d'une (7F) (€). Si la RF est interrompue, les spins se
réalignent sur BO. D’aprés A. Chagnot.



Le protocole clinique standard comporte quatre modalités d’IRM permettant de

caractériser I’ AVC avec précision.

7.2.1. IRM pondérée en diffusion (DWI)

Cette séquence permet d’identifier les zones d’infarctus aigu grace a sa sensibilité
aux modifications de la diffusion d’eau dans les tissus. Des les premiéres minutes suivant
une ischémie, la suppression de I’apport énergétique perturbe le fonctionnement des
pompes ioniques neuronales. La perte du gradient entraine une accumulation intracellulaire
d’eau, et sa diminution dans le milieu extracellulaire. L’cedéme cellulaire, associé au
déreglement osmotique, perturbe la diffusion de I’eau dans I’espace extracellulaire. La
séquence DWI, sensible aux mouvements des protons des molécules d’eau, détecte ces
perturbations. A partir des images DWI, le calcul du Coefficient Apparent de Diffusion

(ADC) permet d’évaluer la nature des Iésions ischémiques.

¥ (Edeme cytotoxique : réduction des valeurs d’ADC, reflétant 1’accumulation
intracellulaire d’eau due a la défaillance des pompes ioniques (Figure 28).
¥ (Edeéme vasogénique : augmentation des valeurs d’ADC, indiquant une fuite de

liquide dans I’espace extracellulaire a cause d’une rupture de la BHE.

Figure 28 : DWI et carte d’ADC.

Les faibles valeurs d’ADC (a droite) indiquent
un AVC ischémique aigu (contribution A.
Bawazeer), source : Radiopaedia.



7.2.2. IRM de perfusion

Tout comme la TDM de perfusion, 'IRM de perfusion permet de quantifier divers
paramétres hémodynamiques, généralement par une séquence DSC (« Dynamic
Susceptibility Contrast »), ou la technique ASL (« Arterial Spin Labelling ») (Figure
29). Pour la séquence DSC, un agent de contraste paramagnétique a base de gadolinium
est injecté, suivi d’une imagerie rapide lors du premier passage du contraste dans les
tissus cérébraux. L’atténuation du signal est proportionnelle a la quantité de contraste
dans la microcirculation, permettant ainsi d’évaluer et de cartographier la perfusion

tissulaire.

Figure 29 : carte de perfusion cérébrale (ASL).
L’image ASL montre une perte de perfusion dans le territoire de I’ACM droite (Bokkers et al., 2012).

La comparaison entre la zone hypoperfusée en IRM de perfusion et la zone d’cedéme

observée en DWI (IRM de diffusion) permet d’identifier la pénombre ischémique (mis-

match), c’est-a-dire la zone cérébrale a risque mais potentiellement récupérable,

contrairement a la région de 1’cedéme irréversible visible en DWI.

7.2.3. IRM d’Inversion-Récupération FLAIR

Cette séquence, sensible aux protons des molécules d’cau, est utilisée pour dater
les lésions ischéemiques. Le Ligquide Céphalo-Rachidien (LCR) est atténué pour
apparaitre en hyposignal, évitant ainsi qu’il ne masque d’éventuelles Iésions adjacentes
qui apparaissent en hypersignal dans le cadre d’'un AVC ischémique, généralement 6
heures environ apres I’occlusion. Les différences entre les signaux visibles en IRM de
diffusion (DWI) et en IRM d’inversion-récupération (FLAIR) permettent d’estimer le
temps écoulé depuis "occlusion (Figure 30), et d’évaluer 1’hétérogénéité du territoire

ischémique.
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Figure 30 : comparaison du signal DWI et FLAIR aprés un AVC ischémique aigu ou tardif.

Chez le patient de gauche, un hypersignal massif est visible en DWI, et pas en FLAIR, suggérant un AVC
ischémique aigu. Chez le patient de droite, un hypersignal est visible aussi bien en DWI qu’en FLAIR,
suggeérant un AVC ischémique plus ancien. Source : Clinical Computational Neuroimaging Group.

7.2.4. Angiographie par Résonance Magnétique (MRA)
Cette technique permet de visualiser la vascularisation cérébrale et détecter la
présence d’une occlusion, d’une sténose ou d’une dissection des vaisseaux (Figure 31).

Elle peut étre réalisée avec ou sans agent de contraste.

¥ MRA avec contraste : I’injection d’un agent a base de gadolinium améliore le
contraste entre les vaisseaux sanguins et les tissus environnants, offrant une
meilleure résolution, utile pour observer les petits vaisseaux et les structures
complexes.

¥ Time-Of-Flight MRA (TOF MRA) : cette technique repose sur la direction et la
vélocité du flux sanguin pour obtenir des images des vaisseaux cerébraux. Elle est
plus rapide et accessible, mais ne permet pas de visualiser les arteres dont le flux
est tres réduit, pouvant entrainer de faux diagnostics d’occlusion. Les artefacts
causés par les mouvements ou les flux turbulents peuvent également affecter la

qualité de I’image.

Figure 31 : angiographie par résonnance magnétique.
L’angiogramme met en évidence une sténose de I’ACM gauche (Al-Hussain et al., 2021).



En cas d’AVC, la MRA avec contraste est généralement privilégiée pour évaluer la
circulation cérébrale. Par ailleurs, I’échelle TICI (« Thrombolysis In Cerebral Infarction »)
est utilisée pour standardiser I’évaluation de la recanalisation des vaisseaux apres une

intervention de revascularisation (Higashida et Furlan, 2003).

7.3. Imagerie ultrasonore
Une autre modalité d’imagerie pour le diagnostic de ’AVC est 'utilisation de
I’imagerie ultrasonore. Cette technique repose sur les principes physiques des ondes

sonores et de leur interaction avec les tissus corporels.

L’échographe possede un transducteur qui génere des ondes sonores a haute
fréquence, produites par la vibration des éléments piézoélectriques soumis & une contrainte
électrique. Lors de leur propagation dans les tissus corporels, une partie de ces ondes
rencontre une interface entre deux tissus de densités différentes, et est réflechie vers une
sonde, tandis que I’autre partie continue de se propager. Les interfaces entre différents types
de tissus reflétent les ondes de maniére distincte. Le transducteur capte les ondes réfléchies
et les reconverti en signaux electriques, permettant, par traitement informatique, une
représentation imagée des milieux traverses. Le délai de retour des ondes réfléchies, ainsi
que la profondeur et ’intensité des échos, déterminent la localisation et ’apparence des

structures sur I’image.

La modalité la plus utilisée en imagerie ultrasons est le B-mode (« Brightness
mode ») pour ’imagerie anatomique, et qui est employée en clinique pour la détection
d’anormalités, de lésions, kystes ou tumeurs, pour visualiser des fonctions cardiaques ou

encore guider des procédures chirurgicales telles que des biopsies.

Une autre modalité existante est le mode Doppler, utilisée pour I’imagerie des flux
sanguins. Grace a ’effet Doppler, qui repose sur le changement de fréquence des ondes
sonores réfléchies en fonction de la direction et de la vitesse de I’interface (comme les
globules rouges), il est possible de mesurer le la vélocité et la direction du flux sanguin
(Hingot, 2019) (Figure 32).
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Figure 32 : imagerie Doppler des érythrocytes.

L’effet Doppler se produit lorsque ’interface s’éloigne ou se rapproche du transducteur. Les objets s’en
rapprochant compressent les ondes sonores et les réfléchissent a plus haute fréquence, alors que les objets
s’en éloignant les réfléchissent a une fréquence plus basse (Source : Doppler effect and Doppler
echocardiography).

Cette technique est principalement appliquée au polygone de Willis, par des
fenétres craniennes naturelles (Tableau 5 et Figure 33), I’os du crane étant 1’obstacle

principal & la propagation des ultrasons.

Fenétre Artére

Artére Cérebrale Moyenne (ACM)

Artere Cérebrale Antérieure (ACA)
Artére Carotide Interne terminale (ACIt)

Artere Cérebrale Postérieure (ACP)

Artére Ophtalmique (AO)
Artére Carotide Interne (ACI) Siphon
Artére Vertébrale (AV)
Artére Basilaire (AB)

Sous mandibulaire (D) Artére Carotide Interne (ACI)

Tableau 5 : Doppler transcranien des territoires vasculaires cérébraux.
L’imagerie est possible par les fenétres naturelles du créne chez I'adulte. Source : eRADIMAGING.

Transtemporale (A)

Transorbitale (B)

Sous-occipitale (C)
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Figure 33 : fenétres craniennes et territoires vasculaires.
L’imagerie ultrasonore en Doppler transcranien permet la caractérisation des territoires
artériels principaux du polygone de Willis.

Le signal Doppler peut néanmoins étre amélioré grace aux avancées techniques, comme
le développement du Doppler ultrasensible, qui augmente la sensibilité de detection du
flux sanguin d’un facteur 30 par rapport a I’'imagerie Doppler conventionnelle (Bercoff et
al., 2011 ; Mace et al., 2013). L utilisation d’agents de contraste, constitués de microbulles
de gaz injectées par voie intraveineuse, contribue également a I’amélioration du signal

ultrasonore réfléchi, le rendant supeérieur a celui des tissus environnants (Figure 34).



3D Doppler

. Scan in
sagittal view

==
i '8-cl;naﬁnel EEG i

Lt

Hippocampus Cingulate gyrus
Amygdala Frontal lobe
Temporal lobe

Gyri parahippocampalis Caudate nucleus

7 Brainstem Thalamus
Anatornical Cerebral blood

image volume Occipital lobe

Figure 34 : Doppler transcranien chez le nouveau-né.

L’imagerie cérébrale du nourrisson est réalisable en passant par la fontanelle, et le suivi peut étre réalisé grace
a un casque adapté (a, e, f, g). Pour chaque plan, I’image anatomique en b-mode et I’image Doppler sont
acquises (b), et une image 3D de la vascularisation cérébrale est reconstituée (c) (Baranger et al., 2021).

Cette intensité de signal permet de localiser précisément les microbulles et de suivre
leur vélocité dans la circulation sanguine, ce qui permet de reconstituer une image détaillée
de chaque vaisseau sanguin (Figure 35). Cette technique est appelée ULM (« Ultrasound
Localization Microscopy ») (Couture et al., 2011 ; Siepmann et al., 2011 ; Desalilly et al.,
2013 ; Christensen-Jeffries et al., 2015 ; Errico et al., 2015), et serait un outil prometteur
pour le diagnostic de I’AVC, un essai clinique étant actuellement en cours au CHU de Caen,

et fait I’objet d’une collaboration entre le laboratoire et la société Resolve Stroke.
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Figure 35 : ULM transcrinienne d’un anévrisme profond chez I’adulte.
L’anévrisme est situé au niveau de I’ACM (V) (a), et le champ vectoriel du flux
local est caractérisé par le suivi des microbulles (d) (Demené et al., 2021).

Bien que I'IRM et la TDM soient des outils essentiels pour le diagnostic de ’AVC
ischémique, leur accessibilité reste limitée dans certaines régions en raison du manque
d’infrastructures, des codts élevés, et de la nécessité d’un personnel qualifié pour leur
utilisation. Pour pallier ces contraintes, des stratégies portables telles que les unités neuro-
vasculaires mobiles, ont été¢ développées afin de rendre I’imagerie accessible directement
sur le terrain. Parmi ces alternatives, I’imagerie par ultrasons pourrait étre une solution
pour permettre ’imagerie d’urgence de I’AVC, grace a sa portabilité, et a son codt

relativement faible.

Pour illustrer ces propos, la France posséde un parc d’environ 12 000 échographes
(2010, source : contr6le qualité en échographie avec élaboration d’un travail pratique),
contre un parc de 960 IRM (2019, source : Ecosystéme de la radiologie : un paradoxe a la

francaise) (Figure 36).

Parc IRM / benchmark Europe*

Figure 36 : parc IRM et Unité Neuro-Vasculaire Mobile.
La France posséde 960 IRM, ce qui représente 14 imageurs par million d’habitants. Une
Unité Neuro-Vasculaire Mobile est a disposition du GHU de Paris et de I’AP-HP afin
d’améliorer la prise en charge des patients victimes d’AVC.



PARTIE III : traitements aigus de I’AVC
1Ischémique

Une fois le diagnostic de I’AVC ischémique confirmé, il est essentiel d’entreprendre
un traitement de recanalisation le plus rapidement possible. En effet, on estime que chaque
minute sans traitement entraine la mort de 1,9 million de neurones (Saver, 2006). Restaurer
la circulation sanguine rapidement permet d’augmenter les chances de reperfusion, de
limiter 1’étendue des lésions cérébrales, de minimiser les séquelles fonctionnelles et ainsi

augmenter les chances de récupération.

8. Thrombolyse intraveineuse

8.1. Définition et histoire
La thrombolyse est la dissolution de la fibrine (fibrinolyse), et par extension du
caillot. La thrombolyse médicamenteuse précoce permet d’accélérer la recanalisation de
I’artére et donc de limiter les Iésions ischémiques, en utilisant directement les composants
de la cascade fibrinolytique endogene. Elle est le fruit de décennies de recherche
scientifique, avec des racines dans les premieres études sur la coagulation et les enzymes

fibrinolytiques.

En 1893, le terme fibrinolyse a été décrit pour la premiére fois par Albert Dastre,
un médecin biologiste et physiologiste francais, aprés avoir découvert ce processus
impliguant la dissolution spontanée de caillots sanguins chez le chien (Brown-Sequard et
al., 1893).

En 1933, William S. Tillet et RL Garner ont observé une activité fibrinolytique dans
un bouillon de culture de streptococcus hemolyticus. Cette enzyme, connue sous le nom de
streptokinase (Tillett et Garner, 1933), a marqué une avancée significative car elle a ouvert
la voie a I'utilisation d’enzymes bactériennes pour traiter des pathologies liées aux caillots

sanguins.

D’autres recherches, menées au milieu du XX®™ sigcle, ont conduit au
développement d’agents thrombolytiques supplémentaires, dont 1’activateur tissulaire du
plasminogeéne (tPA). Le tPA a été décrit pour la premiére fois en 1947 (Astrup et Permin,
1947), et a été purifié et caractérisé en 1979 (Rijken et al., 1979 ; Rijken et Collen, 1981).



La méme année, I’activité fibrinolytique de I’urine humaine due a 1’urokinase (uPA) a été

décrite par RG McFarlane (Macfarlane et Pilling, 1947).

Ce n’est qu’aprés une phase de développement de la production du tPA sous sa
forme recombinante (rtPA), que son potentiel thérapeutique, sa sécurité et son efficacité
ont été démontrés lors de I’essai clinique NINDS, publié en 1995 (NINDS, 1995).
L’utilisation du rtPA sous sa forme d’Altéplase pour le traitement de ’AVC ischémique
aigu a été approuvée en 1996 par la FDA, et en 2002 par ’'EMA, et reste aujourd’hui le

traitement pharmacologique de référence.

8.2. L’activateur tissulaire du plasminogéne (tPA) et sa forme recombinante
(rtPA)
La fibrinolyse, processus par lequel les caillots sanguins sont dégradés, repose sur
la conversion du plasminogene en plasmine, une enzyme qui décompose la fibrine, le

composant essentiel du maillage stabilisant le thrombus.

Cette conversion est catalysée par plusieurs activateurs, dont la streptokinase, I'uPA
et le tPA. Parmi eux, le tPA se distingue par sa spécificité pour la fibrine. En présence de
fibrine, son principal cofacteur, I’efficacité du tPA a convertir le plasminogene en plasmine
est multipliée par 100 (Hoylaerts et al., 1982). Ce complexe tPA-fibrine permet une action
ciblée au niveau du thrombus, tout en préservant le plasminogene circulant. La structure

ainsi que les fonctions du tPA sont présentées dans la Figure 37 et le Tableau 6.
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Figure 37 : structure et fonctions du tPA.
Le tPA (simple chaine a gauche « sc-tPA » et double chaine a droite « tc-tPA »), possede 5 domaines
structuraux répartis sur deux chaines (A et B), maintenues par 17 ponts disulfures. Chaque domaine lui permet
d’interagir avec un partenaire spécifique. Le tPA est secrété sous forme simple chaine dite « native », et peut
étre converti sous forme double chaine (Rijken et Collen, 1981b) apres clivage par la plasmine (\Wallen et al.,
1982) ou les kallikréines (Ichinose et al., 1984). Ces deux formes ont la particularité d’étre actives (Rijken et
al., 1982 ; Hoylaerts et al., 1982b), mais avec une activité cing fois supérieure pour la forme double chaine
en I’absence de fibrine (Ranby et al., 1982).
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- Liaison a la fibrine (Banyai et al., 1983), permettant de former un
complexe ternaire avec le plasminogéne (Kagitani et al., 1985)

- Interaction avec des récepteurs membranaires (LRP - « Low
Density Lipoprotein Receptor-related Protein») et ceux de
I’annexine-11 (Hajjar et al., 1994)

- Activation des récepteurs transmembranaires EGF (« Epidermal
Growth Factor ») par le tPA (Hurtado et al., 2007 ; Correa et al.,

EGF-Like 2011)

- Participation a la recapture et a la clairance du tPA par le foie
(Hajjar et Reynolds, 1994)

- Permet la recapture et la clairance du tPA par les cellules
endothéliales hépatiques par les récepteurs & mannose (Kuiper et

Kringle 1 al., 1996)

- Aurait un role dans I’inhibition de la prolifération des cellules
endothéliales (Kim et al., 2003)

- Intervention dans les mécanismes aboutissant a 1’ouverture de la
BHE par ’activation du PDGF CC (« Platelet-Derived Growth

Kringle 2 Factor ») (Fredriksson et al., 2004 ; Fredriksson et al., 2005)

- Favorisation de la neurotoxicité par I’interaction avec la sous-unité
GIuN1 des récepteurs NMDA (Lopez-Atalaya et al., 2008a)

- Domaine catalytique du tPA

- Activation du plasminogéne en plasmine par la triade catalytique
(His®?2, Asp®L, Ser%’®) (Pennica et al., 1983)

Tableau 6 : fonctions du tPA.
La chaine lourde A et la chaine Iégére B sont composées de domaines définis, permettant des interactions
entre le tPA et les facteurs environnants, ainsi que sa recapture et sa clairance par le foie.



Le tPA est principalement secrété dans le compartiment vasculaire par les cellules
endothéliales (Levin et Loskutoff, 1982 ; Anglés-Cano, 1994), mais est également produit,
dans une moindre mesure, par les hépatocytes et diverses cellules du parenchyme cérébral
(Louessard et al., 2016) (Figure 38).
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Figure 38 : expression du tPA dans les cellules du Systéme Nerveux Central chez la souris.

Images acquises aprés immunohistochimie de coupes de cerveau de souris aprés injection de colchicine
(inhibiteur du transport axonal). Le tPA (en rouge), est exprimé par les mastocytes, les épendymocytes, les
péricytes, la microglie, les cellules endothéliales, les oligodendrocytes, les astrocytes et les neurones
(Louessard et al., 2016).

Gréace a son efficacité fibrinolytique et sa spécificité, le tPA a été selectionné comme
agent thérapeutique pour la thrombolyse. La forme utilisée en clinique, produite par
technologic de I’ADN recombinant, est appelée « rtPA » («recombinant tissue
Plamsinogen Activator »), et est produite a partir de cellules ovariennes de hamster chinois
(Spellman et al., 1989).

L’essai clinique NINDS a permis de déterminer la posologie du rtPA pour le
traitement de I’AVC ischémique aigu, avec une dose de référence de 0,9 mg/kg (NINDS,
1995). Cependant, en raison de sa courte demi-vie d’environ quatre minutes (Tanswell et
al., 1989) et de la présence de régulateurs endogenes, les serpines, qui inhibent les
protéases a sérine, la durée d’action du rtPA est limitée. Quatre serpines sont connues pour
inhiber le tPA : PAI-1, PAI-2, la neuroserpine (NS), et la protéase nexine-1 (PN-1)
(Sprengers et Kluft, 1987).



PAI-1 est I’inhibiteur principal dans le sang, mais joue également un réle dans le
parenchyme cérébral, en collaboration avec la NS (Miranda et Lomas, 2006). PAI-1 se lie

a la majorité du tPA vasculaire, réduisant ainsi son activité (Rijken and Lijnen, 2009)
(Figure 39).
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Figure 39 : voies de signalisation de la fibrinolyse.

La plasmine est générée par 1’activation du plasminogéne par le tPA et ’'uPA. Plusieurs serpines et autres
inhibiteurs assurent la régulation de cette cascade. La fibrinolyse est donc effectuée a terme par la plasmine,
qui dégrade la fibrine en produits de dégradation.

Pour compenser sa faible demi-vie, I’ Altéplase (rtPA) doit étre administrée par voie
intraveineuse, avec un bolus initial de 10 % de la dose sur une minute, suivi d’une infusion

continue sur 60 minutes.

8.2.1. Efficacité fibrinolytique du rtPA
Le succeés de la thrombolyse au rtPA dépend en grande partie de la composition des
thrombi (Kim et al., 2006), ainsi que du temps écoulé depuis I’ischémie, la composition
des caillots évoluant au cours du temps. Tout d’abord, la capacité du tPA a activer le
plasminogene repose sur sa capacité a se lier a la fibrine. Cependant, un thrombus riche en
plaquettes complique cet acces a la fibrine, le principal cofacteur du tPA. De plus, les
plaquettes sécretent des serpines, telles que PAI-1 (Madoiwa et al., 1999) et PN-1 (Gronke

et al., 1989), qui réduisent I’activité locale du tPA et, par extension, celle de la plasmine.

Ainsi, malgré la présence de fibrine, les caillots riches en plaquettes ou présentant
une coque plaquettaire sont moins sensibles a la fibrinolyse, et I’efficacité du traitement en

est généralement altérée.



8.2.2. Effets physiopathologiques du rtPA
8.2.2.1. Perméabilisation de la Barriére Hémato-Encéphalique

La BHE est une barriére physiologique sélective entourant les vaisseaux du SNC.
Elle est composée de cellules endothéliales reliées par des jonctions serrées, des péricytes,
des pieds astrocytaires, et une lame basale principalement constituée de collagéne 1V, de
laminine, et de fibronectine (Figure 40). La BHE limite le passage des molécules du sang
vers le tissu cérébral, a I’exception de celles nécessaires au bon fonctionnement du SNC.
Elle joue également un role dans 1’élimination des déchets métaboliques et des toxines du

cerveau (Abbott et al., 2006).
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Figure 40 : la Barriére Hémato-Encéphalique.
La BHE est formée par les cellules endothéliales reliées par des jonctions serrées, une lame basale, les pieds
astrocytaires et les péricytes, source : CusaBIO.com.

Dans le contexte d’un AVC ischémique, I’administration de rtPA peut compromettre

I’intégrité de la BHE par trois mécanismes principaux :

F Interaction avec les récepteurs LRP (« Low-density lipoprotein Receptor-
related ») : le tPA interagit avec les récepteurs LRP situés a la surface des cellules
endothéliales, entrainant une rétractation des pieds astrocytaires et provoquant
I’ouverture de la BHE (D'Souza et al., 2021). L’expression accrue de ces récepteurs
apres une ischémie permet au tPA vasculaire et au sang de fuir vers le parenchyme
cérébral (Yepes et al., 2003), augmentant ainsi le risque de transformations

hémorragiques.



¥ Activation des MMP (Métalloprotéinases Matricielles) : I’administration de
rtPA entraine 1’activation des MMP-2, MMP-3 et MMP-9 (Lijnen, 2001). Ces
enzymes dégradent la matrice extracellulaire, affaiblissent les jonctions serrées des
cellules endothéliales et altérent les lames basales de la BHE, favorisant ainsi son
ouveture. Des études ont d’ailleurs montré que I’administration intraveineuse de
rtPA accompagne I’extravasion de sang dans le parenchyme cérébral d’une
surexpression et suractivation des MMP (Wang et al., 2003 ; Suzuki et al., 2016).
De plus, les modeles animaux déficients en MMP-9 et MMP-3 présentent une
résistance a I’ouverture de la BHE apres thrombolyse (Asahi et al., 2000 ; Cheng et
al., 2006 ; Suzuki et al., 2007).

¥ Activation du PDGF (« Platelet-Derived Growth Factor ») : le tPA peut activer
le facteur de croissance PDGF via son domaine catalytique et Kringle 2, ce qui
stimule les récepteurs PDGF (PDGFR) présents a la surface des péricytes et des
astrocytes de la BHE. Cette activation altére la perméabilité de la BHE et accroit le
risque d’hémorragie (Fredriksson et al., 2004b ; Su et al., 2008). Des etudes chez
la souris ont montré que la co-injection de rtPA avec un inhibiteur des PDGFR
réduit les effets pro-hémorragiques du rtPA (Fang et al., 2007 ; Lewandowski et al.,
2016).

De plus, il a été démontré qu’une injection de rtPA dans le liquide céphalo-rachidien
en conditions physiologiques suffisait a augmenter la perméabilité vasculaire cérébrale,
confirmant ainsi que le tPA est un régulateur naturel du tonus et de la perméabilité
vasculaire (Benchenane et al., 2005 ; Fredriksson et al., 2016 ; Mehra et al., 2020).

8.2.2.2.R0les du tPA dans le Systeme Nerveux Central
Le tPA joue un réle clé dans le développement cérébral (Gupta et al., 2002 ;
Nadarajah et al., 2003 ; van den Ameele et al., 2014), un processus qui nécessite souvent
la dégradation de la matrice extracellulaire (Lu et al., 2011). Il intervient également dans
la plasticité synaptique (Calabresi et al., 2000), en modulant les fonctions d’apprentissage
et de mémoire (Pawlak et al., 2002 ; Lochner et al., 2006), et, par extension, dans divers
processus cognitifs. Le tPA influence ainsi ’anxiété (Matys et al., 2004), la réponse au

stress (Pawlak et al., 2003) et les mécanismes liés a la peur.

Dans un contexte post-ischémique, notamment lors de lésions de la substance

blanche, le tPA est impliqgué dans la remyélinisation et la régénération axonale



(Akassoglou et al., 2000), en réduisant les dépbts de fibrine susceptibles de provoquer des
dommages axonaux (Gveric¢ et al., 2003, 2005). Le tPA favorise également la migration et
la survie des oligodendrocytes en cas de lésion de la substance blanche (Correaetal., 2011 ;
Leonetti et al., 2017).

Par ailleurs, le tPA agit comme un modulateur de la neurotransmission
glutamatergique. En conditions physiologiques, lors d’une activit¢é neuronale
glutamatergique, la libération du glutamate dans la fente synaptique est synchronisée avec
I’exocytose du tPA depuis les neurones présynaptiques (Gualandris et al., 1996). Une fois
libére, le tPA module la signalisation du récepteur NMDA en se fixant via son domaine
Kringle 2 a la sous-unité GIuN1 du récepteur (Lopez-Atalaya et al., 2008b), entrainant le
clivage du fragment N-terminal de ce récepteur. Seule la forme simple-chaine du tPA est
responsable de ce clivage (Parcq et al., 2012), qui, en présence de glutamate, potentialise
I’influx calcique et renforce la transmission nerveuse (Nicole et al., 2001). Certaines études
montrent également que la libération de tPA dans la fente synaptique favorise le cycle
vesiculaire synaptique, en facilitant I’exocytose du glutamate (\Wu et al., 2015), ainsi que

sa recapture et son intégration dans les vesicules synaptiques (Yepes et al., 2016).

8.2.2.3. tPA et potentialisation de I’excitotoxicité
Lors de la transmission synaptique, un exces de glutamate extracellulaire peut
entrainer la mort neuronale excitotoxique, par la suractivation des récepteurs NMDA,

provoguant une entrée massive d’ions dans 1’espace intracellulaire, notamment le calcium.

En condition d’ischémie, 1’excés de tPA accentue ces effets pro-excitotoxiques du
glutamate en modulant la neurotransmission glutamatergique, aggravant ainsi les Iésions

neuronales (Nicole et al., 2001).

Les premiéres preuves du role neurotoxique du tPA ont été obtenues en 1995. Une
étude a montré que des souris déficientes en tPA sont protégées contre la neurotoxicité
glutamatergique apres suractivation des récepteurs NMDA du cerveau, suite a une injection

intra-hippocampique d’un agoniste glutamatergique, le kainate (Tsirka et al., 1995).

Des observations similaires ont été faites en 1998 dans un modele d’ischémie
induite par occlusion intraluminale de I’ACM, ou les souris déficientes en tPA présentaient
un volume de lésion inférieur a celui des souris sauvages. De plus, I’injection de tPA dans

la circulation augmentait la taille des lésions (\Wang et al., 1998).



Dans le cas de I’ischémie cérébrale induite par un thrombus, bien que le tPA soit
bénéfique en permettant la recanalisation par la lyse du thrombus, ses effets déléteres,
notamment la potentialisation de la mort neuronale excitotoxique, restent observables. Une
étude a montré que chez des souris déficientes en tPA, la taille de I’infarctus diminuait. A
I’inverse, chez des souris dont I’activité du tPA était augmentée par inhibition de son
principal régulateur sanguin, PAI-1, la taille de I’infarctus s’avérait supérieure (Nagai et
al., 1999).

Ces données précliniques mettent en lumiére ’ambivalence du tPA, qui présente
d’un coté des effets vasculaires bénéfiques liés a la recanalisation et a la restauration du
flux sanguin cérébral, et de I’autre, des effets intraparenchymateux déléteres exacerbant

la mort neuronale excitotoxique.

Plusieurs hypothéses mécanistiques ont été avancees pour expliquer 1’effet pro-

excitotoxique du tPA :

# Sa capacité a activer le plasminogene en plasmine (Tsirka et al., 1997).

# Son role dans I’activation de la microglie (Rogove et Tsirka, 1998).

¥ Sa capacité a cliver la sous-unité GIuN1 des récepteurs NMDA et a potentialiser
I’entrée de calcium dans les neurones (Nicole et al., 2001 ; Parcq et al., 2012).

¥ Sa liaison aux récepteurs LRP, agissant comme co-récepteurs pour renforcer
’activité des récepteurs NMDA (Samson et al., 2008).

8.2.2.4. tPA et inflammation
Le tPA est impliqué dans les processus d’excitotoxicité, d’apoptose et
d’inflammation (Mehra et al., 2016). Il peut moduler la réponse inflammatoire en jouant
un role d’activateur de la microglie. Par ailleurs, une diminution de la mort neuronale et
de I’activation microgliale a été observée chez des souris déficientes en tPA (Rogove et al.,
1999) (Figure 41).
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Figure 41 : potentialisation de la mort neuronale et de ’activation microgliale par le tPA.

L’injection intra-hippocampique de kainate n’a pas d’effet sur la mort neuronale chez les souris déficientes
en tPA (a), et n’induit pas d’activation microgliale (d). Cependant, lors d’un ajout de rtPA dans les mémes
conditions, une mort neuronale (b) et une activation microgliale (e) sont observées. Si le rtPA administré est
remplacé par du tPA inactif (S478A tPA), la mort neuronale n’est plus observée (C), mais 1’activation
microgliale subsiste (f) (Rogove et al., 1999).

Le tPA favorise l'infiltration des monocytes dans le parenchyme. Il a été
démontré in vitro que les monocytes induisent la libération de tPA par les cellules
endotheliales, et que ce tPA contribue a la diapédése (migration des leucocytes du
compartiment vasculaire vers les tissus) des monocytes en dégradant les protéines
jonctionnelles (Reijerkerk et al., 2008). Par ailleurs, des études ont montré une réduction
de I’infiltration de cellules immunitaires a travers la BHE aprés blocage de I’interaction du
tPA avec les récepteurs NMDA (Reijerkerk et al., 2010).

8.2.3. Limites de la thrombolyse et faible inclusion des patients
La principale limite de la thrombolyse par injection intraveineuse réside dans son
faible taux de recanalisation, en raison des risques d’effets secondaires. Il est estimé que le
taux de recanalisation apres une thrombolyse intraveineuse dépasse rarement les 35 %
(Bhatia et al., 2010). De plus, des cas de réocclusion peuvent survenir apres une
thrombolyse partiellement réussie (Alexandrov et Grotta, 2002), en particulier chez les

patients présentant une forte agrégabilité plaquettaire (Nordt et al., 1998).

Un autre phénomene a considérer est la recanalisation sans reperfusion, appelée

« no reflow ». Dans ce cas, malgré une recanalisation artérielle, le DSC n’augmente pas ou



peu, dans la zone ischémiée. Ce phénomene est notamment cause par la fragmentation du
caillot principal, dont les débris embolisent les petites artéres distales (Mujanovic et al.,
2024).

La localisation du thrombus est également un facteur prédictif de I’efficacité de la
thrombolyse. Plus un thrombus est proximal, moins la thrombolyse est efficace (Saqqur et
al., 2007). Les patients avec une occlusion distale ont une probabilité de recanalisation deux
fois plus élevée (Paciaroni et al., 2012). Cela s’explique par le fait que les thrombi des
segments proximaux ont un volume plus important. La sensibilité des thrombi a la
thrombolyse étant directement liée a leur taille, les thrombi de moins de 3 mm ont 85 % de
chances d’étre lysés, contre 50 % pour ceux entre 3 mm et 5 mm, et moins de 3 % pour

ceux dépassant 8 mm (Riedel et al., 2011).

D’autres facteurs influencent également la reussite de la thrombolyse et le risque
d’effets secondaires, comme le tabagisme (qui, bien qu’il triple le risque d’AVC
ischémique (Shah et Cole, 2010), semble paradoxalement améliorer la réponse a la
thrombolyse (Grines et al., 1995)). L’hyperglycémie de stress, qui survient durant la phase
aigué de I’AVC ischémique, peut avoir un effet anti-fibrinolytique en réduisant la sécrétion
de tPA endogene et en augmentant la concentration plasmatique de PAI-1 (Ribo et al.,
2005). La pression arterielle (Tanne et al., 2002), I’age des patients (Engelter et al., 2006),
les dyslipidémies (Kang et al., 2022), la prise chronique de certains médicaments, ainsi

que la sévérité de I’AVC initial influencent également le succés de la thrombolyse.

Il est ainsi recommandé d’effectuer une thrombolyse chez les patients victimes d’un

AV C ischémique aigu entre 4,5 heures et 9 heures aprés ’occlusion (Ma et al., 2019).

9. Stratégies alternatives de recanalisation

9.1. Thrombectomie mécanique endovasculaire
La thrombectomie endovasculaire (EVT - « Endovascular Thrombectomy »)
consiste a retirer mécaniquement le thrombus en insérant un dispositif par voie
endovasculaire. De nombreux types de stents ont été développés pour aspirer ou désagréger
le caillot (Figure 42), avec des taux de recanalisation dépassant les 90 % (Gralla et al.,
2012). Ces techniques permettent un rétablissement immédiat du flux sanguin, tout en
réduisant les risques hémorragiques associés a I’administration d’anticoagulants comme le

rtPA.



La thrombectomie est généralement indiquée chez les patients pour lesquels la
thrombolyse intraveineuse est inefficace, notamment en cas d’occlusion proximale
massive, et elle peut étre réalisée jusqu’a 24 heures aprés I’occlusion (Nogueira et al.,
2018).

MERCI (2004) [SESEEAN
Engage the thrombus with deployment
of a ‘corkscrew’ distal tip then remove
en bloc. Proximal balloon inflation
allows device retrieval into the guide
while minimizing the risk of emboli.

STENTRIEVER (early 2012)
Engage the thrombus with stent retrieve
deployment, which also temporarily restores
flow across the occlusion. Proximal balloon
inflation allows device retrieval into the guide

while minimizing the risk of emboli. 7

ADAPT (2013)
Alarge caliber aspiration
catheter that is advanced up to
the thrombus. Direct aspiration
is employed to engage and
then remove the thrombus.

PENUMBRA (2009) EXEYSNEINEN DAC (2010) SOLUMBRA (late 2012)

The penumbra aspiration system involves The DAC is positioned immediately To minimize the distance the stent retriever
maceration of the thrombus with a adjacent to the thrombus and must travel while engaging the thrombus and
separator under direct aspiration to prevent aspiration is applied to minimize mitigate the possibility of losing purchase of
showering of fragments. Once the catheter emboli and optimize the vectors the clot, the stent retriever is then pulled
system is delivered to the target vessel, during pulling of the device. directly into a large bore intermediate catheter
ongoing clot maceration is performed while maintaining aspiration.

without the need to re-access.

Figure 42 : dispositifs de thrombectomie.
Différentes techniques de recanalisation peuvent étre appliquées, notamment par aspiration du caillot ou par
son retrait mécanique (Spiotta et al., 2015).

9.2. Association thrombolyse intraveineuse et thrombectomie mécanique

I1 a été démontré qu’il est possible de combiner les avantages des approches
pharmacologique et mécanique, comme I’a révélé 1’essai clinique MR CLEAN. La
thrombolyse intraveineuse permet de dissoudre rapidement et partiellement le caillot,
favorisant ainsi une meilleure perfusion en attendant la thrombectomie (Mazighi et al.,
2009 ; Berkhemer et al., 2015). Cette approche offre une recanalisation plus efficace
qu’avec ’administration de rtPA seul (Mulder et al., 2018a), améliorant ainsi le pronostic
des patients a 90 jours (Goyal et al., 2016). Cependant, cette technique reste souvent

inefficace pour les thrombi massifs ou les occlusions proximales.



9.3. Mutants du tPA
La compréhension des fonctions des 5 domaines du tPA, combinée aux avancées en
ingénierie des proteines, a conduit au développement de versions modifiées du rtPA
(Figure 43), visant a améliorer son efficacité dans le traitement de I’AVC ischémique.
Parmi les principaux mutants étudiés, le Tenecteplase, le Desmoteplase et le Reteplase ont

fait I’objet d’essais cliniques, toujours en cours a Ce jour.

A
Plasminogen Structure Inhibitors Route of Half-life FS* SCt TCH
activator administration

Eukaryotic forms

tPA .- IEEGE - i K2 - Serine protease PAI-1, PA1-2, protease Nexilthl,.ly.sine Bolus and 3-4min o+ +
analogues (TXA, EACA), C1-inhibitor infusion

UPA EGF -- -( serine protease PAI-1, PAI-2, arpllorl}‘le, lysine _Bolu; and 7-20 min - + +
analogues, C1-inhibitor infusion

Desmoteplase - - EGF - @ - Lysine analogues Single bolus 4 hours -+

Recombinant forms

Tenecteplase -- EGF @-l K2 -{ Serine proteases, PAI-1, PAI-2, lysine analogues Single bolus 20-24min - +++ - +
Reteplase @ Lysine analogues Double holus 14-18min  + -+

B

Plasminand Structure Inhibitors
plasminogen
derivatives

e 4 @ ®7®7°7°7 7 LR
Plasmin - ‘ Protease Nexin-1, aprotinin, neuroserpin, a2-macroglobulin, a2-antiplasmin,
PAP |- S riny ease :
- ST lysine analogues
Microplasmin ° - a2-macroglobulin, o2-antiplasmin, aprotinin

Figure 43 : activateur du plasminogéne et dérivés du plasminogéne et de la plasmine.

(A) : les activateurs du plasminogéne sont classés en forme eucaryotes et recombinantes. Ils possedent
différents domaines structurels, inhibiteurs, et spécificités envers la fibrine (FS*). Par conséquent, leur
méthode d’administration et leur demi-vie varient. Les activateurs du plasminogéne peuvent exister sous
forme simple chaine (SCt), double chaine (TC#), ou les deux. (B) : dérivés de la plasmine ou du plasminogene
avant et apres clivage par les activateurs du plasminogene. Les activateurs du plasminogéne transforment le
plasminogéne en plasmine active, qui dégrade ensuite la fibrine (Thiebaut et al., 2018).

Bien que de nombreuses autres stratégies soient également a 1’étude tels que les
inhibiteurs de la thrombine ou des récepteurs plaquettaires au fibrinogene, la thrombolyse
pharmacologique intra-artérielle ou encore la sonothrombolyse (Alexandrov et al., 2004),
le rtPA demeure le seul traitement approuvé par la FDA («Food and Drug

Administration »), utilisé seul ou en association avec la thrombectomie intravasculaire.



10. Récupération post-AVC

L’AVC ischémique peut entrainer des déficits fonctionnels & long terme, tels que des
troubles moteurs, sensoriels ou cognitifs, conduisant souvent & un handicap durable. Les
patients sont également a risque de rechute, avec une probabilité de récidive d’AVC dans
les années suivant le premier épisode. Par ailleurs, les séquelles psychologiques, comme la

dépression post-AVC, sont fréquentes et peuvent aggraver la récupération fonctionnelle.

Le traitement a long terme inclut une rééducation intensive, souvent basée sur la
kinésithérapie, I’ergothérapie et la neuropsychologie, visant a restaurer ou compenser les

fonctions altérées.

Des medicaments tels que les anticoagulants, les antihypertenseurs et les
antidépresseurs, sont également utilisés pour prévenir les rechutes et traiter les
complications, contribuant a améliorer la qualité de vie des patients (Johnston et al., 1998 ;
Chohan et al., 2019).



PARTIE IV : recherche preclinique sur I’AVC

11. Pourquoi utiliser des modeles animaux ?

Réaliser des essais cliniques chez I’humain présente des défis éthiques et
réglementaires. Les réglementations strictes et les impératifs éthiques qui encadrent la
recherche médicale interdisent toute expérimentation sur 1’humain sans une base
scientifique solide, ce qui limite la possibilité d’étudier certains phénomenes en détails. Le
recours a des modeéles animaux en laboratoire constitue donc une solution, permettant de
travailler dans des conditions standardisées, ou la majorité des paramétres peuvent étre

maitrisés.

Les animaux, en raison de leur lien phylogénétique avec les humains, partagent
avec nous de nombreux mécanismes biologiques et physiopathologiques. Historiquement,
I’expérimentation animale a joué un role central dans les avancées scientifiques, depuis
I’ Antiquité avec des anatomistes comme Galien, jusqu’a devenir un pilier de la recherche

biomédicale moderne.

Aujourd’hui, notre rapport a I’animal a évolué, avec une sensibilité accrue a leur
bien-étre, et des lois strictes qui encadrent leur utilisation en laboratoire. Néanmoins,
I’expérimentation animale reste un outil essentiel voire obligatoire pour explorer la
physiopathologie, développer des traitements, et in fine, protéger les patients des risques

associés a des thérapies non éprouveées.

En Europe, la réglementation qui oblige 1’utilisation des essais precliniques avant
tout essai clinique est principalement encadrée par le Réglement (UE) n° 536/2014 relatif
aux essais cliniques de médicament a usage humain. En complément, la Directive
2001/83/CE exige des données précliniques, y compris des études sur des animaux, pour
I’autorisation de mise sur le marché¢ de médicaments. Ces textes assurent que les

médicaments passent par une évaluation rigoureuse avant d’étre testés sur des humains.

La réglementation qui encadre 1’utilisation des animaux a des fins scientifiques en
Europe fait I’objet d’une directive (Directive 2010/63/UE), qui établit des normes strictes
pour I’hébergement, les soins, et Iutilisation des animaux lors d’expérimentations. Son
objectif principal est de garantir un certain niveau de bien-étre animal tout en permettant le

progres scientifique, et encourage I’adoption du principe des « 3R » : « Remplacer (...



autant que possible les modeles animaux par des méthodes alternatives), Réduire (... le

nombre d’animaux utilisés), et Raffiner (... leur utilisation) ».

Pour assurer la sécurité des patients et I’efficacité des traitements, les essais
cliniques ne peuvent donc étre initiés sans une solide base scientifique, obtenue notamment
par des études précliniques rigoureuses. C’est ici que le concept « bench to bedside » (« de

la paillasse au lit du patient ») prend toute son importance.

Ce terme est couramment utilisé dans le domaine de la recherche biomédicale pour
décrire le processus de traduction des découvertes scientifiques fondamentales, réalisées en
laboratoire (« bench »), en applications cliniques pratiques pour les patients (« bedside »).
Ce concept incarne 1’idée que les recherches menées en laboratoire doivent aboutir a la
création de nouvelles thérapies, diagnostics, ou interventions cliniques bénéfiques pour les

patients.

L’aspect « bench » englobe plusieurs approches : modeélisations informatiques (in
silico), cultures cellulaires animales ou humaines (in vitro), organes ou tissus maintenus
en vie hors de 1’organisme (ex vivo), et, bien souvent, des modeles animaux (in vivo).
Selon I’American National Research Council Committee on Animal Models for Research
and Aging, un modele animal est défini comme « un modeéle permettant [’étude de données
de reférence sur la biologie ou le comportement, ou chez lequel on peut étudier un
processus pathologique spontané ou induit, celui-ci ayant un ou plusieurs aspects communs

avec un phénomene équivalent chez I’humain ou d’autres especes animales ».

Pour garantir que les résultats précliniques puissent étre
transposes en clinique, il est essentiel que les modéles utilisés
reproduisent autant que possible la maladie observée chez
I’humain (Figure 44). C’est pourquoi le concept de « bench to
bedside » peut étre nuancé par I’idée de « bedside to bench, and

back again » («du lit du patient a la paillasse, et vice et

versa »). Figure 44 : questionnement
sur P’utilisation de modéles
animaux. Réalisé avec Dall-e,
OpenAi.



12. Etude sur ’AVC chez le petit animal

Dans le cadre de I’AVC ischémique, I’utilisation de modéles animaux est
indispensable a ce jour pour obtenir une vision intégrée de cette pathologie, incluant la
complexité des phénomenes vasculaires et métaboliques impliqués. L’espéce animale
présentant le plus de similitudes avec 1’humain est bien entendu le primate non-humain.
Cependant, son utilisation a des fins scientifiques est soumise a une réglementation stricte
en raison de sa sensibilité, de son coft élevé, et d’une maintenance complexe. En ce sens,
I’utilisation des rongeurs (rats et souris) représente le meilleur compromis pour I’étude de
I’AVC ischémique. La souris partage environ 90 % de son génome avec 1’humain (Mayor,
2002) et permet la réalisation de manipulations génétiques pour générer des souches

transgéniques. De plus, ses coups d’achat et d’entretien sont relativement faibles.

En France, en 2022, pres de 2 millions d’animaux ont été utilisés a des fins
scientifiques, dont 66,4 % étaient des souris (Figure 45), et 0,2 % étaient des primates non-

humains.

Types d'animaux utilisés a des fins scientifiques

| Souris

m | apins
Rats

H Poissons

m Autres especes

Figure 45 : animaux utilisés a des fins scientifiques en France en 2022.
La souris est I’espéce majoritaire utilisée pour la recherche scientifique (Source : Ministére de I'Enseignement
Supérieur et de la Recherche).

L’induction de la pathologie a étudier chez 1’animal doit précéder la phase de
recherche fondamentale ou appliquée, en fonction I’hypothése scientifique émise. En raison
du caractére brutal et multifactoriel de I’AVC ischémique, il est difficile d’en provoquer
I’apparition de maniere spontanée chez I’animal. L’ objectif est donc de reproduire au mieux
la physiopathologie de I’AVC, en maximisant les similitudes avec la condition clinique

humaine tout en maintenant des parametres controlés et reproductibles.



12.1. Modéles d’induction de I’ischémie cérébrale chez le rongeur
L’occlusion de I’ACM est généralement choisie, car elle correspond au territoire le
plus fréquemment affecté chez les patients victimes d’AVC. Plusieurs mod¢les d’occlusion
existent, tous présentant des spécificités a prendre en compte selon la question scientifique

poseée.

12.1.1.  Electrocoagulation de PACM

3 Principe : ’ACM est exposée par une craniotomie a travers I’os temporal, avant
d’étre occluse par électrocoagulation. Ce modéle induit une réduction significative
du DSC, et permet d’obtenir des 1ésions sous-corticales selon le site d’occlusion
(en-dessous ou au-dessus de la veine cérébrale inférieure) (Tamura et al., 1981).

# Limites : ce modéle provoque la perte de pression intracranienne due a la nécessité
d’une craniotomie pour accéder a I’ACM en plus du retrait des méninges, et ne
permet pas le rétablissement du flux sanguin cérébral dans cette artere. De plus, il
est insensible a la thrombolyse par le rtPA, ce qui limite son utilité pour étudier des

traitements fibrinolytiques.

12.1.2.  Occlusion mécanique de PACM

¥ Principe : ce modéle implique la méme approche que le précédent. L’ACM est
ensuite occluse par un clip ou une suture, permettant une occlusion permanente ou
réversible.

¥ Avantage : ce modele offre la flexibilité de contréler le temps d’occlusion et de
réaliser une reperfusion contrélée.

F Limites : cette technique nécessite des interventions supplémentaires pour obtenir
des résultats reproductibles, tels que la ligature de I’artére carotide commune,
I’induction d’une hypotension, ou la réalisation de multiples occlusions. Ce modele
ne génere par un thrombus, et ne permet donc pas I’étude de traitements
fibrinolytiques. 11 engendre également la perte de la pression intracranienne et le

retrait des méninges pour accéder a I’ACM.

12.1.3. Infarctus par administration d’endothéline-1
# Principe : ’endothéline-1, un puissant vasoconstricteur, est administré soit de
maniere topique au niveau de I’ACM, soit par injection stéréotaxique dans le

cerveau pour provoquer une ischémie (Fuxe et al., 1997).



¥ Avantage : ce modele permet de mimmer la vasoconstriction ayant lieu lors de
I’hémostase primaire.

38 Limites : ce modéle nécessite la réalisation d’une craniotomie, le retrait des
meninges, et ne génére pas un thrombus permettant 1’¢tude de la fibrinolyse. La
reperfusion par le retour & la normale du diametre des vaisseaux est spontanée,

mais sans étre controlable par I’expérimentateur.

12.1.4. Injection de thrombine dans ’ACM

¥ Principe: ce modéle permet I’induction d’une ischémie par I’injection de
thrombine directement dans I’ACM (Orset et al., 2007).

¥ Avantages : ce modeéle présente une bonne reproductibilité avec peu de variabilité
dans la taille des 1ésions générées, et n’induit généralement pas de mortalité. Le
thrombus y est généré grace a un élement de la cascade de coagulation, ce qui se
rapproche des conditions cliniques. L’avantage majeur est sa sensibilite a la
thrombolyse par I’administration de rtPA due a la composition du caillot, riche en
fibrine.

F Limites : ce modéle nécessite une craniotomie ainsi que le retrait des méninges

pour accéder a I’ACM, induisant une perte de la pression intracranienne.

12.1.5. Occlusion endoluminale par filament

F Principe : un filament est inséré dans I’artére carotide interne jusqu’a obstruer le
point de départ de I’ACM (Koizumi et al., 1986).

¥ Avantage : ce modeéle n’exige pas de craniotomie, et peut simuler une occlusion
temporaire ou permanente selon la durée a laquelle le filament est laissé en place.

¢ Limites : occlusion ne se limite pas a I’ACM, mais aussi aux autres vaisseaux
naissant de l’artére carotide interne et de ’ACM, ce qui peut engendrer des
manifestations liées a 1’occlusion de ces vaisseaux, dont des troubles de la
régulation de la température. Une occlusion supérieure a 60 minutes peut également
engendrer un risque de lésion hémisphérique majeure avec de forts taux de mortalité
associés. Enfin, ce modeéle ne permet pas d’étudier la thrombolyse par des agents
fibrinolytiques, et la reperfusion y est brutale, ce qui ne mime pas la

physiopathologie de la reperfusion chez ’humain, qui est progressive.



12.1.6. Modéles photo-induits

3 Principe : ces modéles associent I’injection d’un colorant photosensible (rose
Bengale ou érythrosine B) a une irradiation lumineuse a travers la boite cranienne
(Watson et al., 1985). Le contact entre le colorant et la lumiéere génére des radicaux
oxygénés responsables d’une atteinte endothéliale, puis d’une agrégation
plaquettaire, générant ainsi des lésions ischémiques.

¥ Avantages : ces modeéles ne nécessitent pas de craniotomie et sont plus proches des
conditions cliniques que d’autres mode¢les, de par la génération d’un thrombus.

# Limites : la physiopathologie des lésions obtenues semble éloignée de celle de
I’AVC chez I’humain, en se caractérisant par un fort cedéme vasogénique. Les
Iésions générées sont également de petite taille, et donc difficilement évaluables par
des tests sensorimoteurs. Ces modeles sont également peu sensibles a la

thrombolyse pharmacologique.

12.1.7. Injection de thrombus autologue

F Principe : laréalisation de ce modéle nécessite le prélevement de sang d’une souris,
puis sa coagulation ex vivo, en plusieurs étapes durant 24 heures. Le thrombus est
ensuite injecté a cette méme souris dans I’artére carotide interne pour induire une
ischémie (Krueger et Busch, 2002).

¥ Avantages : ce modele ne nécessite pas de craniotomie, ’induction de déficits
neurologiques aisément évaluables, et la formation d’un thrombus permet une
réponse a la thrombolyse.

F Limites : la réalisation de ce modéle est relativement complexe, avec un protocole
expérimental lourd. Ensuite, bien qu’il se rapproche des conditions cliniques avec
une induction thromboembolique d’un caillot autologue, les conditions de
formation du thrombus sont éloignées de celles prévalant chez I’humain. Les
conditions locales de formation du thrombus en sont éloignées, comme le
recrutement des différents acteurs de la coagulation in situ, ou les contraintes de
cisaillement liées au flux artériel. Ces parametres influent sur la composition du
thrombus, et donc sur sa susceptibilité a la fibrinolyse naturelle ou
pharmacologique. Ce modele présente enfin un fort taux de mortalité, avec 50 % de

déces au bout d’une période d’occlusion de 45 minutes.



12.1.8. Infarctus induit par chlorure de fer ou d’aluminium

3 Principe : un papier filtre imbibé d’une solution de chlorure de fer (concentration
entre 4 % et 20 %) est appliqué au-dessus du tronc de I’ACM distale a travers une
fenétre crénienne, pendant quelques minutes (Karatas et al., 2011).

¥ Avantage : ce modele présente un faible taux de mortalité et permet 1’é¢tude de
I’embolisation par microscopie intravitale.

# Limites : les thrombi générés répondent peu a la fibrinolyse au rtPA, probablement
en raison de leur composition riche en plaquettes, ce qui limite I’utilisation de ce
modele pour tester des traitements fibrinolytiques. De plus, sa caractérisation par
IRM est restreinte a cause des propriétés magnétiques, qui provoquent des artéfacts.
Cependant, I'utilisation du chlorure d’aluminium & la place du chlorure de fer

permet de faciliter le suivi par IRM.

12.1.9. Infarctus cérébral par embolisation de microspheres

F Principe : des microsphéres, généralement entre 30 um et 50 um de diameétre, sont
injectées dans I’artere carotide interne pour obstruer mécaniquement les vaisseaux
cérébraux distaux, provoquant une ischémie dans les zones irriguées par ces
vaisseaux (Takagi et Takeo, 2003).

¥ Avantages : ce modele permet de reproduire un phénoméne d’embolisation, tout
en préservant I’intégrité des méninges et de la pression intracranienne.

# Limites : ce modele ne génére pas de thrombi comparables a ceux observés chez
I’humain, ce qui limite son utilisation pour évaluer des techniques de recanalisation.
De plus, il est difficile de cibler précisément un territoire vasculaire. Cependant, des
améliorations ont été apportées pour orienter des nanoparticules magneétiques a

travers le crane a I’aide d’un aimant (Jia et al., 2017).

Les principaux modéles d’induction de I’ischémie chez le rongeur sont présentés dans

la Figure 46.
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Figure 46 : principaux modéles d’ischémie du territoire de ’ACM.

L’aire colorée en orange correspond a la zone théoriquement infarcie pour chaque modeéle, avec toutefois des
variabilités possibles selon la gravité de 1’ischémie induite, pouvant induire ou non des lésions sous-
corticales. Source : C. Brunner, inspiré de (Macrae, 2011).

12.2. Limite des modéles animaux
La principale limite de la modélisation d’une pathologie chez 1’animal réside dans
I’utilisation de I’animal lui-méme. Bien que les modéles murins présentent des similitudes
avec la physiopathologie humaine, notamment dans les mécanismes d’inflammation et la
réponse neuronale a I’ischémie, des différence intrinseques et spécifiques a chaque espece

limitent la pertinence clinique des résultats.

12.2.1.  Similitudes inter-spécifiques :

12.2.1.1. Meécanismes de base de la mort cellulaire
Les processus biologiques fondamentaux, tels que la survie et la mort cellulaire,
sont conservés a travers 1’évolution. Les mécanismes moléculaires de la mort cellulaire
ischémique sont tres similaires chez les souris, les rats et les humains. Des mécanismes
comme I’apoptose sont méme observés chez les invertebrés, tels que les nématodes (Danial
et Korsmeyer, 2004). Ces similitudes permettent 1’utilisation de modeéles murins pour

étudier la mort neuronale et tester des interventions thérapeutiques contre 1’apoptose.

12.2.1.2. Mécanismes fondamentaux de ’ischémie
Les mécanismes fondamentaux de ’ischémie, tels que la privation d’oxygéne et de
glucose, la dépolarisation neuronale (Binder et al., 2022 ; Dohmen et al., 2008), et le stress

oxydatif (Chan, 1994 ; Pawluk et al., 2022), sont présents chez les souris et les humains.



Ces similarités justifient ’utilisation de modéles murins pour tester des traitements visant

a stabiliser les membranes neuronales ou moduler la signalisation calcique.

12.2.1.3. Neuroanatomie

Les aires primaires, telles que les régions sensorimotrices, sont conservées a travers
tous les mammiféres, suggérant leur présence chez un ancétre commun (Kaas, 2011 ;
Krubitzer, 2007) (Figure 47). Ces régions sont impliquées dans les fonctions de base,
comme la perception sensorielle et le controle moteur, et montrent des structures
comparables chez les souris et les humains, justifiant I’étude des mécanismes
neurologiques de base et des troubles sensorimoteurs. Dans le contexte de I’AVC, les
modeles murins permettent de reproduire des lésions ischémiques dans les régions
comparables a celles touchées chez I’humain, comme les aires motrices et

somatosensorielles.
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Figure 47 : relation phylogénétique entre les principaux groupes de mammiferes.

Des champs corticaux communs ont été identifiés chez toutes les espéces présentées, impliquant la
transmission de genes impliqués dans la spécification de ces zones au cours du développement, hérité d’un
ancétre commun & tous les mammiferes (Krubitzer, 2007b).

12.2.1.4. Plasticité et récupération fonctionnelle
Les mécanismes de plasticité neuronale post-AVC, comme la réorganisation des

connexions synaptiques, sont observés chez les souris et les humains (Murphy et Corbett,



2009Db). Ainsi, les stratégies de réhabilitation et de stimulation cérébrale développées chez

la souris sont souvent transposables chez I’humain (Hummel et Cohen, 2005).

12.2.2.  Spécificités physiopathologiques
12.2.2.1.  Anatomie cérébrale

Les rats et les souris possedent tres peu de substance blanche comparativement aux
humains. Chez I’humain, la substance blanche représente environ 60 % du volume cérébral,
contre 15 % chez le rat et 10 % chez la souris (Krafft et al., 2012). Les études sur la
neuroprotection se concentrent majoritairement sur les répercussions sur la matiére grise
(Hoyte et al., 2004), alors que les lésions ischémiques de la substance blanche jouent un
r6le important dans le pronostic post-AVC, et constituent la principale cause d’hémiparésie
(Ahmad et al., 2015).

La substance grise des souris ne presente pas de gyri, ces structures corticales
plissees qui augmentent la surface du cortex et permettent une plus grande capacité
cognitive (Figure 48). La gyrencéphalie est caractéristique des grands mammiféres dont
font partie les humains ainsi que certaines espéces de mammiferes supérieurs, ce qui

explique les différences importantes dans les capacites cognitives entre les especes.
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Figure 48 : volumes cérébraux et ratios substance grise.
Les différentes espéces présentées comportent des ratios de substance blanche (G : W) différentes du cerveau
humain (Krafft et al., 2012).

12.2.2.2.  Systeme immunitaire et réponse inflammatoire
Les rongeurs et les humains présentent des différences marquées dans la
composition de leur systeme immunitaire. Par exemple, les souris ont une proportion de

neutrophiles plus faible (10 % a 20 %) comparé aux humains (50 % a 70 %), tandis que les



lymphocytes representent 50 % a 100 % des cellules immunitaires chez les rongeurs contre
20 % a 40 % chez I’humain (Haley, 2003). De plus, les sous-réseaux de chimiokines et
cytokines different entre les cellules cérébrales humaines et murines aprés une ischémie in
vitro (Du et al., 2017), et des divergences importantes existent également entre la microglie
des rongeurs et celle des humains (Smith et Dragunow, 2014). Méme de légéres différences
immunitaires entre deux especes proches peuvent entrainer des réponses inflammatoires
tres divergentes. Par exemple, lors de I’essai clinique de 2006 du Theralizumab®
(TGN1412), un anticorps superagoniste CD28, six volontaires en bonne santé ont
développé des réactions inflammatoires séveres, avec défaillances multi-organes, des effets
qui n’avaient pas €té anticip€s par les études précliniques sur les modeles animaux, y

compris chez le macaque cynomolgus (Eastwood et al., 2010).

12.2.2.3.  Anatomie vasculaire et hémodynamique

Bien qu’un plan d’organisation vasculaire soit présent dans tous les cerveaux de
mammiferes, il existe un large spectre de variations entre les especes et les souches
concernant le nombre et le diametre des collatérales dans les arbres artériels (Binder et al.,
2022), influencant la capacité de remodelage aprés un infarctus. Par exemple, le flux
sanguin cérébral chez la souris est 2 a 3 fois plus élevé que chez ’humain (Maeda et al.,
2000). En revanche, le flux collatéral est tres limité chez les rongeurs, ce qui entraine une
ischémie séveére lors de 'utilisation de mod¢les d’occlusion proximale. Certaines souches
de rongeurs peuvent présenter des anomalies du polygone de Willis. C’est le cas des souris
de souche C57/BIl6J, dont seulement 10 % possédent un polygone de Willis complet
(McColl et al., 2004). Cela peut expliquer la variabilité des tailles d’infarctus chez une

méme espece, ou chez une méme souche aprés ’occlusion d’une artére.

12.2.2.4. Barriere Hémato-Encéphalique
La perméabilité de la BHE varie entre les souris et les humains, avec des différences
marquées dans 1’extravasion des protéines et 1’affection des compartiments vasculaires
(Song et al., 2020). Ces différences modifient la pharmacodynamie des traitements
administrés, affectant leur efficacité et leur sécurité dans les essais cliniques (Kido et al.,
2022).



12.2.2.5.  Spécificités génétiques et épigénétiques
L’expression génique dans différents tissus est plus uniforme au sein d’une méme
espece, qu’entre deux especes différentes. Par exemple, la régulation épigénétique du géne
NOS2 (qui code pour I’enzyme NO synthase inductible) differe entre les souris et les
humains, affectant la réponse inflammatoire (Gross et al., 2014). Les modeles murins
peuvent donc ne pas refléter fidélement les réactions humaines aux stimuli inflammatoires,

limitant la pertinence des résultats obtenus.

12.3. Améliorer la transposition des résultats précliniques
La prise en compte des similitudes et des différences entre les souris et les humains
est essentielle pour interpréter correctement les résultats précliniques et ajuster les modeles
murins afin d’optimiser leur pertinence. Il est nécessaire de reconnaitre les limitations de
ces modeles et d’intégrer des approches complémentaires, comme [’utilisation de
biomarqueurs humains spécifiques (protéines, metabolites, signatures génétiques observées
chez les patients victimes d’un AVC), et I'incorporation de donnees cliniques dans les

études précliniques.

Cette compréhension des similitudes et des divergences entre les cerveaux a
différents niveaux d’organisation est essentielle en neurosciences fondamentales et

translationnelles.

En neurosciences fondamentales, elle permet de transposer des résultats obtenus
chez I’animal, souvent impossibles a acquérir directement chez 1’humain, pour mieux

comprendre les mécanismes sous-jacents des pathologies (Barron et al., 2020).

En neurosciences translationnelles, elle aide a définir les limites des modeéles
animaux, en identifiant les aspects du cerveau humain qui échappent a la compréhension
par le biais d’espéces modéles (Liu et al., 2021). A I’inverse, elle valide les recherches sur
les domaines ou les similitudes sont suffisantes pour rendre les résultats transposables
(Mandino et al., 2022). En outre, la disponibilité de plusieurs souches animales distinctes,
chacune capturant un aspect unique d’un syndrome clinique multidimensionnel, offre la
possibilité d’étudier les manifestations variées de certains troubles pathologiques (Ellegood
et al., 2015).

Cette approche relie efficacement les découvertes issues de la recherche animale
aux applications cliniques humaines, tout en soulignant les domaines ou des précautions ou

des ajustements sont nécessaires pour des études plus fiables (Beauchamp et al., 2022).



Ainsi, en optimisant les aspects qui vont au-dela du modele animal lui-méme, il est

possible de renforcer la transposabilité des résultats précliniques vers la clinique.

Une marge de progres est méme identifiable. Par exemple, en 2006, une méta-
analyse rapporte que sur 1 026 stratégies testées chez 1’animal pour leur potentiel
neuroprotecteur, 70 % avaient montré une efficacité. Or, aucune de ces stratégies n’a réussi
a démontrer des résultats positifs lors de la translation clinique, chez I’humain (O’Collins
et al., 2006 ; Schmidt-Pogoda et al., 2020).

La conclusion de cette étude comparative ne portait pas sur 1’utilisation de 1’animal
en tant que tel, mais plutdt sur la sélection des bons médicaments a utiliser pour les essais
cliniques, la maniere dont sont réalisées les études précliniques (paramétres observés,
moment d’administration du médicament, disparit¢ des modeles d’ischémie utilisés), les
biais de publication, ainsi que le manque d’évaluation fonctionnelle et comportementale en

préclinique.

Pourtant, des chercheurs académiques et industriels membres du STAIR (« Stroke
Therapy Academc Industry Roundtable ») avaient auparavant organisé une table ronde en
1999 afin d’identifier la cause de ce défaut de translation, et d’émettre des critéres de qualité

devant étre suivis pour la recherche expérimentale (Fisher et al., 2009) (Tableau 7).

Problématique soulignée Recommandations STAIR

Mettre en place des études rigoureuses avec
randomisation, aveuglement et groupes
controles appropriés

Probléme de reproductibilité et absence de tests Encourager les études multicentriques dans
multicentriques : résultats difficiles a reproduire dans différents environnements expérimentaux
d’autres laboratoires, dii a I’absence de standardisation (minimum 2 laboratoires) pour tester la

des protocoles, de la variabilité des modeéles, et des robustesse des résultats, standardiser les
conditions expérimentales méthodes pour tester la reproductibilité
Utiliser des modéles animaux plus pertinents
incluant divers facteurs comme 1’age, le sexe
et les comorbidités. L’efficacité d’une
molécule doit étre démontrée chez deux
espéces différentes

Manque de rigueur méthodologique : absence de
randomisation, d’aveuglement

Utilisation de modéles animaux inappropriés :
notamment par 1’utilisation excessive d’animaux jeunes,
tout en ignorant les facteurs de risque cliniques comme
I’age, le sexe, et les comorbidités

Endpoints non pertinents cliniquement : les critéres de
jugement manquaient de pertinence comparativement a Utiliser des critéres de jugement pertinents
1’évaluation clinique, comme 1’évaluation seule de la et mesurables, axés sur les résultats

taille des Iésions cérébrales, sans évaluer suffisamment fonctionnels

les impacts fonctionnels ou les effets a long terme
Biais de publication et rapport sélectif des résultats : | Publier les résultats négatifs ou non

les résultats négatifs ou neutres étaient rarement publiés, = concluants pour améliorer la transparence et
créant un biais de publication en faveur des études réduire le biais de publication




positives et faussait la perception de ’efficacité des
interventions

Doses et délais de traitement non réalistes : doses Tester plusieurs doses et évaluer I’impact
souvent irréalistes par rapport a ce qui pouvait étre des délais de traitement pour refléter les
administré aux patients, et administré dans des délais conditions cliniques. Respecter la voie
trop courts aprés 1’induction de la pathologie d’administration

Insuffisance des analyses statistiques : études trop
souvent de petite taille, avec une puissance statistique
insuffisante, augmentant le risque de résultats
faussement positifs ou négatifs

Manque de transparence et de détails dans les

Utiliser des tailles d’échantillon suffisantes
avec des analyses statistiques appropriées
pour une meilleure fiabilité

publications : notamment sur les méthodes utilisées, Fournir une liste exhaustive des détails
compliquant la reproduction des études. Les données méthodologiques et partager les données
brutes étaient rarement partagées, limitant 1’évaluation brutes pour faciliter la reproductibilité

critique par d’autres chercheurs

Tableau 7 : recommandations STAIR.
Des propositions sont apportées a chaque problématique identifiée au niveau de la recherche préclinique.

En complément des recommandations STAIR, qui visent a réduire les biais et a
rendre les resultats plus fiables et cliniguement pertinents pour les recherches sur ’AVC,
les recommandations ARRIVE (« Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments »)
ont été développees en 2010 pour renforcer la transparence, la rigueur et la reproductibilité
des études précliniques utilisant des animaux (Kilkenny et al., 2010 ; Percie du Sert et al.,
2020).

Les recommandations ARRIVE ont éte créées en réponse a un constat préoccupant :
la faible qualité des publications d’études précliniques, ou 59 % ne précisent pas leur
objectif principal, 87 % n’indiquent pas de randomisation, et 86 % ne mentionnent pas
I’utilisation de I’aveuglement. Inspirées des critéres CONSORT (« Consolidated Standards
Of Reporting Trials ») (Begg et al., 1996 ; Hopewell et al., 2022), elles visent a standardiser
le rapport des expérimentations en proposant des recommandations réparties en plusieurs

catégories (Tableau 8).

Catégories Recommandations ARRIVE

Fournir un titre et un résumé précis, reflétant le contenu de 1’étude,
incluant les objectifs et la justification du travail

Décrire le design de I’étude, les critéres d’inclusion et d’exclusion,
les animaux utilisés, les interventions et les mesures des résultats
Rapporter les méthodes de maniére transparente et détaillée, publier
les données brutes et fournir les protocoles pour faciliter la
reproductibilité

Utiliser la randomisation, 1’aveuglement et inclure des groupes
contrdles appropriés pour minimiser les biais dans les résultats

Informations générales

Méthodologie

Transparence et
reproductibilité

Controle des biais




Présenter tous les résultats, y compris les résultats négatifs, avec des
analyses statistiques appropriées et des discussions sur les limitations
Justifier I'utilisation des animaux, respecter les principes des 3R
(Remplacer, Réduire, Raffiner), et minimiser la souffrance animale
Tableau 8 : recommandations ARRIVE.

Les recommandations a appliquer en recherche préclinique sont listées selon diverses catégories.

Rapport des résultats

Considérations éthiques

En plus des mises & jour réguliéres des grilles de recommandations, de nouvelles
approches continuent d’émerger pour améliorer la translation de la recherche expérimentale
vers la clinique, comme le développement de protocoles expérimentaux qui reproduisent
les phases de la recherche clinique (Bath et al., 2009) pour 1’élaboration de nouvelles
thérapies. La premiére phase correspondrait a 1’étude des mécanismes d’action des agents
thérapeutiques (Phase I). La phase II serait 1’équivalent d’un essai clinique, mené sur un
modele préclinique par une équipe au sein d’un laboratoire. Enfin, la derniere étape du
développement de la stratégie thérapeutique consisterait en un essai multicentrique

international, randomisé et en aveugle sur un modele préclinique (Dirnagl et Fisher, 2012).

12.3.1.  L’anesthésie utilisée en recherche préclinique

Le recours a I’anesthésie est une pratique courante et commune dans la grande
majorité des essais précliniques sur ’AVC chez I’animal. L’induction de ’AVC étant
généralement réalisée par voie chirurgicale, I’anesthésie générale (Figure 49)
accompagnée d’une analgésie appropriée est nécessaire pour minimiser la douleur et le
stress des animaux, conformément aux principes des 3R (Directive 2010/63/EU). Cette
gestion du stress est nécessaire non seulement pour le respect des normes éthiques en
matiére de bien-étre animal, mais également pour limiter les réponses physiologiques

susceptibles de perturber les résultats expérimentaux (Bailey, 2018).
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Figure 49 : les trois piliers de I’anesthésie générale.
Une anesthésie générale bien réalisée doit prendre en compte la perte de conscience du sujet, I’amnésie, ainsi
que la myorelaxation et le blocage des réactions nociceptives.

Cependant, 1’utilisation d’anesthésiques introduit une divergence importante entre
les modeles expérimentaux et la réalité clinique de I’AVC chez ’humain. Les anesthésiques
ont des effets spécifiques qui varient en fonction de I’agent utilisé et de la dose, influengant
les paramétres physiologiques, métaboliques et fonctionnels, ainsi que les mécanismes

impligués dans le développement de la lésion ischémique (Young et al., 2007) (Figure 50).
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Figure 50 : divergences entre les facteurs impliqués dans I’ AVC expérimental et clinique.
L’importance de chaque variable telle qu’évaluée par les scientifiques et les cliniciens est illustrée, mettant
en évidence les écarts entre les deux conditions.



En préclinique, I’anesthésie chez la souris est généralement induite par voie
gazeuse, notamment par I’inhalation d’isoflurane, ou par injection intrapéritonéale de
kétamine et de xylazine, qui sont les méthodes de réference pour 1’exploration cérébrale
(Ahmadi-Noorbakhsh et al., 2022). Pour I’anesthésie gazeuse, un gaz vecteur tel que
I’oxygene est nécessaire pour véhiculer ’agent anesthésique volatil. Ce gaz peut étre utilisé
seul ou combiné au protoxyde d’azote, qui potentialise les effets analgésiques de
I’isoflurane. Ces gaz vecteurs ne sont pas neutres et peuvent avoir des effets physiologiques

supplémentaires.

12.3.1.1. Influence sur les parametres physiologiques, métaboliques et
fonctionnels
L’isoflurane influence directement la physiologie vasculaire chez plusieurs espéces
en provoquant une vasodilatation (lida et al., 1998), ce qui augmente le DSC de maniére
dose-dépendante dans certaines régions cérebrales (Cucchiara et al., 1974 ; Liet al., 2013)
(Sullender et al., 2022) (Figure 51), et éleve la pression intracranienne (Ganjoo et Kapoor,
2017).

Souris anesthésiée Souris éveillée

Figure 51: effets de Dl’isoflurane sur la physiologie vasculaire
cérébrale.

Des acquisitions en ULM ont été réalisées chez une souris anesthésiée et
éveillée. L’isoflurane augmente la vélocité des flux ainsi que le diamétre
vasculaire (G. Chabouh et M. Abioui-Mourgues).

De plus, P’isoflurane inhibe la conductance de certains canaux potassiques,
stabilisant ainsi les membranes neuronales (Buljubasic et al., 1992), et réduit I’activité des
récepteurs NMDA (Dickinson et al., 2007), la signalisation synaptique et, par conséquent,

le métabolisme cérébral (Berndt et al., 2021). Il module également la connectivité



fonctionnelle en augmentant certaines connexions entre régions cérébrales, et en réduisant

d’autres (Stenroos et al., 2021).

Le protoxyde d’azote augmente le DSC, diminue la connectivité fonctionnelle et
altere les réseaux neuronaux (Reinstrup et al., 1994). Ce gaz est également un antagoniste
des récepteurs NMDA (Jevtovic-Todorovic et al., 1998), réduit la fraction d’extraction
d’oxygéne dans un mélange gazeux enrichi en oxygéene, et possede un effet vasodilatateur
(Dashdorj et al., 2013).

Concernant I’enrichissement en oxygéne du gaz vecteur utilisé, une hyperoxie
prolongée augmente la production de ROS (Dean et al., 2004 ; D’Agostino et al., 2007),
réduit la neurotransmission (Bickford et al., 1999), et diminue la sensibilité neuronale aux
stimuli sensoriels (Shibata et Blatteis, 1991) de maniére dose-dépendante. Contrairement a
I’hypoxie, I’hyperoxie a peu d’effet sur le DSC (Xu et al., 2012), d’ou la nécessité de
surveiller la proportion d’oxygene dans les mélanges gazeux pendant 1’anesthésie pour les

explorations cérébrales.

La kétamine, quant a elle, a un effet mineur sur la vasodilatation cérebrale (Kohrs
et Durieux, 1998 ; Brown et al., 2011), mais agit comme un antagoniste non compétitif des
récepteurs NMDA, affectant donc a la fois les neurones excitateurs et inhibiteurs (Le et al.,
2024).

Bien que cette liste ne soit pas exhaustive, elle présente les anesthésiques les plus
couramment utilisés en recherche préclinique, et illustre la diversité de leurs effets sur la
physiologie, le métabolisme et les fonctions cérébrales. Chaque anesthésique modifie ces
parametres différemment par rapport a 1’état d’éveil, soulignant 1’absence d’une anesthésie

« parfaite », et la nécessité d’un compromis entre efficacité et perturbation physiologique.

12.3.1.2. Influence dans le cadre de ’AVC ischémique

L’anesthésie gazeuse a I’isoflurane (ou au sévoflurane) est largement utilisée en
recherche préclinique sur I’AVC en raison de sa facilité d’administration, du contrdle aisé
de la profondeur de I’anesthésie, et du réveil spontané et rapide des animaux (Archer et al.,
2017). Des études sur I’occlusion de I’ACM chez le rat montrent des effets
neuroprotecteurs de ces anesthésiques, avec des améliorations neurologiques et
histologiques significatives chez les animaux anesthésiés par rapport aux sujets éveillés
(Sakai et al., 2007). D’autres études confirment ces propriétés neuroprotectrices chez des

modéles d’ischémie cérébrale, en démontrant une réduction des volumes lésionnels et des



déficits neurologiques par rapport aux groupes non anesthésiés (Kimbro et al., 2000 ; Y. Li
et al., 2013 ; Seto et al., 2014 ; Jiang et al., 2017 ; Neag et al., 2020).

Pour le protoxyde d’azote, des réductions de la mort neuronale et de I’influx
calcique induits par le NMDA ont été observées (David et al., 2003), ainsi qu’une
diminution du volume de I’infarctus et des déficits neurologiques chez le rat (Haelewyn et
al., 2008). Toutefois, ces résultats peuvent étre nuancés par le constat d’une absence d’effet
significatifs du protoxyde d’azote sur I’issue post-AVC ischémique (Reasoner et al., 1990
; Yokoo et al., 2004).

Les anesthésiques injectables, comme la kétamine associée a la xylazine
améliorent les déficits neurologiques (Hoffman et al., 1992 ; Reeker et al., 2000 ; Chen et
al., 2020), réduisent les volumes de lésion (Chang et al., 2002), diminuent I’apoptose
(Engelhard et al., 2003), et optimisent I’efficacité de la thrombolyse au rtPA (Gakuba et
al., 2011).

Les effets neuroprotecteurs des anesthésiques sont aussi liés a la diminution de la
neurotransmission, réduisant la consommation d’ATP et économisant le substrat

énergétique en cas d’ischémie (Fukuda et Warner, 2007) (Figure 52).
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Figure 52 : interactions des anesthésiques avec les événements
post-AVC.
Les anesthésiques peuvent accentuer certains phénomeénes post-

AVC (rouge), les diminuer (bleu), ou avoir des effets variés (gris)
(Mosneag et al., 2024).



Dans ce contexte ou les effets des anesthésiques sont étudiés sur de nombreux
paramétres essentiels a la compréhension de I’évolution des lésions ischémiques, a
I’efficacité des stratégies thérapeutiques ainsi qu’a 1’évaluation fonctionnelle, les
recherches sur les modeles d’AVC chez 1’animal éveillé se multiplient. Conformément aux
critéres précliniques STAIR, 1’étude de ’AVC en état vigile améliore la validité des
modeles, puisque la majorité des AVC humains surviennent en état d’éveil. Par conséquent,
I’induction préclinique de I’AVC chez I’animal éveillé pourrait représenter une étape clé
pour éviter les effets neuroprotecteurs confondants de 1’anesthésie dans le développement

de nouveaux traitements (Mosneag et al., 2024).

12.3.2. L’imagerie en recherche préclinique

L’intégration de techniques d’imagerie comparables a celles utilisées en clinique
constitue une stratégie supplémentaire permettant d’améliorer la pertinence préclinique des
modeles d’AVC. Traditionnellement, les évaluations post-AVC se faisaient principalement
par des analyses histologiques et immunohistochimiques, qui fournissent des détails précis
sur les dommages ischémiques, mais ne permettent pas un suivi longitudinal. Cela limite
I’observation a un instant donné, sans capturer la dynamique spatio-temporelle des Iésions
(Canazza et al., 2014). L’imagerie moderne permet de surmonter ces limitations en offrant
la possibilit¢ d’une vision continue de I’évolution des Iésions et des réponses

thérapeutiques.

12.3.2.1.  L’imagerie anatomique et hémodynamique du petit animal

12.3.2.1.1. IRM

L’IRM est la méthode d’imagerie in vivo la plus polyvalente. Son utilisation pour
la neuroimagerie du petit animal permet de caractériser I’AVC a travers diverses modalités,
similaires a celles employées chez I’humain. En clinique, cet examen est réalisé en urgence
pour orienter rapidement le patient vers un traitement approprié. En recherche préclinique,
I'IRM permet d’explorer en détail les Iésions cérébrales en fonction des hypotheses
formulées, en choisissant la modalité la plus adaptée au temps écoulé depuis la
modélisation de I’AVC. Elle offre ainsi des informations in vivo sur I’étendue des 1ésions
cérébrales et leur évolution dans le temps, de maniére non invasive, permettant un suivi

longitudinal et multiparamétrique.



# IRM en phase ischémique aigué (moins de 12 heures) (Figure 53) : 'IRM de
diffusion (DWI) permet de détecter rapidement les zones du tissu cérébral affectées
par I'ischémie, en identifiant ’cedéme cytotoxique avant que des changements
anatomiques n’apparaissent (Moseley et al., 1990 ; Xue et al., 2001). Les
informations issues du DWI peuvent étre croisées avec celles de I'IRM de
perfusion (PWI) pour réaliser le mismatch DWI/PWI (Meng et al., 2004 ;
Bardutzky et al., 2007). Cependant, ce rapport est moins étudi¢ chez I’animal que
chez I’humain. L’angiographie par résonance magnétique (MRA) permet
également de visualiser les vaisseaux cérébraux occlus, bien que cette technique
soit limitée aux plus gros vaisseaux chez les petits animaux, en I’absence d’agent

de contraste (Beckmann et al., 1999).

Perfusion cérébrale 255 Angiographie

uyu/3001/1w

Figure 53 : IRM cérébrale aigué chez la souris

L’cedéme cytotoxique est visible en hyposignal une heure aprés I’AVC sur la carte d’ADC (a gauche), ainsi
que la zone d’hypoperfusion sur la carte de perfusion (au milieu). Le défaut de flux sanguin de I’ACM est
également observé sur 1’angiographie (a droite). Source : M. Abioui-Mourgues et A. Picot.

¥ IRM en phase ischémique subaigué (premiers jours) (Figure 54) : I’imagerie
pondérée en T2 (T2W) et I’imageric pondérée en densité de protons (PDW)
permettent de caractériser 1’évolution des Iésions, en montrant une hyperintensité
liée a I’augmentation de la teneur en eau (PDW), ou a sa mobilité (T2W) (Carano
et al., 2000). L’imagerie T2W, sensible a I’cedéme vasogénique, est souvent utilisée
en recherche précliniqgue pour quantifier les lésions dans les jours suivant
I’induction de I’ischémie (Jacobs et al., 2000). D’autres modalités comme
I’imagerie pondérée en T1 (T1W) sont également employées, bien que moins
sensibles aux lésions (Sen et Anand, 2020). L’imagerie FLAIR-T2W, qui supprime
le signal du liquide céphalo-rachidien, offre des informations similaires au T2W.
Enfin, I’imagerie T2* peut étre utilisée pour détecter les événements hémorragiques
post-AVC (Henning et al., 2008 ; Correa-Paz et al., 2024).



(Edéme cérébral Hémorragie cérébrale

Figure 54 : IRM cérébrale subaigué chez la souris.
L’cedéme cérébral 24 heures aprés I’ AVC est visible en T2w (a gauche), ainsi qu’un événement hémorragique
en T2*. Source : M. Abioui-Mourgues.

¥ IRM en phase chronique (Figure 55) : I’imagerie par tenseur de diffusion (DTI)
fournit des informations sur la dégénérescence, la démyélinisation, et la
régenération post-AVC. Cette technique repose sur la diffusion de 1’eau, qui ne
diffuse pas de maniere anarchigque dans toutes les directions a travers le parenchyme
cérébral, mais se propage le long des fibres nerveuses (Basser et al., 1994a ; Basser
et al., 1994b ; O’Donnell et Westin, 2011). Des modifications observées en DTI
sont lies a la récupération fonctionnelle apres une occlusion de I’ACM chez la
souris (Granziera et al., 2007), notamment dans la substance blanche (Sotak, 2002),
ainsi que dans les zones peériphériques du noyau ischémique chez le rat (van
der Zijden et al., 2008a), et sont corrélées avec les déficits fonctionnels observes
(van Meer et al., 2012). L’injection de manganeése (MEMRI) et le suivi de son
cheminement le long des axones révele I’architecture des circuits neuronaux, en
mettant en évidence la neurodégénérescence (Saar et al., 2015), la connectivité
neuroanatomique (Soria et al., 2008), la plasticité cérébrale (van der Zijden et al.,
2008b), ou encore la gliose (Kawai et al., 2010). Les altérations de la BHE peuvent
étre visualisées apres injection de chélates de gadolinium, leur extravasion rendant
visible les zones ou la perméabilité est compromise (Liebner et al., 2018 ;
Candelario-Jalil et al., 2022). De plus, I’'imagerie moléculaire permet d’utiliser des
agents de contraste ciblés, tels que les microparticules d’oxyde de fer
superparamagnétiqgues comme les MPIO (« MicroParticles of lIron Oxide »)
(McAteer et al., 2007 ; Gauberti et al., 2014), couplés a des anticorps spécifiques.
Par exemple, I'imagerie de I’inflammation post-AVC est possible grace a des
anticorps dirigés contre des cytokines pro-inflammatoires exprimées par les cellules
endothéliales, comme la VCAML1 (Hoyte et al., 2010 ; Gauberti et al., 2018), ou la



p-sélectine (Quenault et al., 2017). Ce type d’imagerie pourrait fournir des

indications sur la sévérité de ’AVC et servir d’outil pronostic (Fournier et al.,

2024).
Tractographie Perméabilité Expression de
cérébrale Substance blanche de la BHE VCAMI

Figure 55 : modalités d’IRM en phase chronique de ’AVC chez la souris.

L’imagerie par tenseur de diffusion permet la coloration des neurofilaments aprés traitement d’image
(Pervolaraki et al., 2019), I’injection de manganése permet de mettre en évidence en hyposignal les structures
de la substance blanche (en ocre) (adapté de Watanabe et al., 2010), le suivi de ’extravasion de micelles de
gadolinium permet de mettre en évidence les défauts de perméabilité de la BHE (Shiraishi et al., 2017), et
I’injection de MPIOs anti-VCAMI permet de mettre en évidence les sites d’activation endothéliale suite a
une inflammation (Gauberti et al., 2013).

12.3.2.1.2. Tomographie par Emission de Positons (TEP) et de Photons Uniques
(SPECT)
La TEP permet de visualiser le métabolisme et la fonction cérébrale. Elle repose
sur I’injection d’un traceur radioactif marqué avec un isotope émetteur de positons (p+) a
haute énergie, mais a demi-vie courte (de quelgues minutes a quelques heures). Elle permet
la production d’images tomographiques et la possibilité d’obtenir des mesures quantitatives

précises de molécules in vivo.

Cependant, les études sur petits animaux rencontrent des limitations telles qu’une
disponibilité réduite, un colt élevé, et une résolution spatiale inférieure a celle de I'IRM.
La TEP a tout de méme contribué aux connaissances sur les altérations métaboliques liées
al’AVC (Temmaet al., 2006), avec entre-autres 1’identification de la pénombre ischémique
(Klasner et al., 2007) et de la neuroinflammation (Chaney et al., 2018), avec la possibilité
de superposer des images acquises en TEP, et en IRM (Barca et al., 2022). Ces systemes
hybrides TEP/IRM sont de plus en plus utilisés en recherche et en clinique pour obtenir des

détails anatomiques précis.

La SPECT est une autre technique d’imagerie nucléaire, qui permet de suivre en
temps réel les modifications fonctionnelles et métaboliques du cerveau, grace a I’injection

de radio-isotopes émettant des rayons gamma (), utilisés pour marquer une activité
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fonctionnelle in vivo (Apostolova et al., 2012). Ceux-ci ont une énergie plus faible et une
demi-vie plus longue (de quelques heures & quelques jours) comparé aux traceurs utilisés
en TEP. Les principaux avantages de la SPECT sont le suivi longitudinal des cellules
marquées, la possibilité d’utiliser simultanément deux radio-isotopes, et 1’absence du
besoin d’un cyclotron sur place pour produire les traceurs, rendant la technique plus
accessible et moins colteuse que la TEP. Malgré une résolution et une sensibilité inférieure,
les caméras microSPECT (Beekman et al., 2005) de nouvelle genération réduisent ces

écarts avec la TEP.

12.3.2.1.3. Débitmétrie laser doppler et imagerie de contraste a granularité laser
La Débitmétrie par Laser Doppler (DLD) est une technique couramment utilisee dans
la recherche sur I’ischémie cérébrale pour estimer avec précision les variations de débit
sanguin microcirculatoire dans de petits échantillons de tissu. Cette méthode est souvent
employée pour Vérifier 1’occlusion peropératoire lors de I’induction d’une ischémie
cerébrale focale chez le petit animal, par la mesure des variations de DSC régional dans un

vaisseau spécifique (Dijkhuizen et al., 1998).

L’imagerie de contraste a granularité laser (« Laser Speckle Contrast Imaging »- LSCI)
permet de visualiser en temps réel et en haute résolution la perfusion sanguine tissulaire,
et est regulierement utilisée en recherche préclinique chez le petit animal pour imager la
surface du cortex a travers le crane. Cette technique fonctionne en éclairant le tissu avec un
laser, créant un motif de granularité qui change en fonction du mouvement des particules
dans le sang. L analyse de ces variations permet de mesurer la perfusion sanguine en temps

réel (Dunn et al., 2001) (Figure 56).

Figure 56 : imagerie de contraste & granularité laser chez la souris.
La zone d’hypoperfusion dans le territoire de I’ACM est visible dés les
premiéres minutes suivant I’AVC. Contribution : L. Fosset.



12.3.2.1.4. Imagerie photoacoustique

L’imagerie photoacoustique est une technique récente combinant 1’utilisation de la
lumiére (généralement un laser) et des ultrasons pour visualiser les structures cérébrales et
les processus physiopathologiques. Un faisceau laser est dirigé vers le cerveau, ou il est
absorbé par des chromophores naturels tels que I’hémoglobine. Cette absorption provoque
une légeére expansion thermique, générant des ondes ultrasonores détectées par des capteurs
acoustiques (Xu et Wang, 2006 ; Wang et Yao, 2016 ; Menozzi et al., 2022). Les signaux
sont ensuite convertis en images montrant 1’état du DSC et de ’oxygénation des tissus
(Zhang et al., 2006 ; Tzoumas et al, 2016) (Figure 57). La technique PAT
(« PhotoAcoustic Tomography ») permet une imagerie en profondeur, tandis que ’'OPA
(« Optical-resolution PhotoAcoustic Microscopy ») est utilisée pour 1’imagerie de surface
(Chen et al., 2021).

Baseline 1 hour 2 hours 2 days

50,

=" Flow (mm's) 3

‘

Figure 57 : imagerie photoacoustique chez la souris.
La concentration d’hémoglobine (Caup), I’0xygénation du sang (SO>) et le DSC (Flow) ont été caractérisés a
différents temps aprés I’induction d’un AVC par photo thrombose (Yang et al., 2021).

12.3.2.1.5. Imagerie ultrasonore
L’imagerie ultrasonore, déja utilisée en clinique pour I’évaluation du flux sanguin,
repose pour cette application sur 1’effet Doppler qui permet de détecter les mouvements

des globules rouges dans les vaisseaux (Evans et al., 2000 ; Mace et al., 2013).

En clinique, I’échographie Doppler est la méthode la plus couramment utilisée pour
¢tudier la circulation sanguine dans le cceur, les artéres, les membres, les reins et le foie,
ainsi que pour I’imagerie transcranienne, a travers les fenétres naturelles chez 1’adulte et

via fontanelle chez le nouveau-né (LaRovere, 2015).

Chez le petit animal, I’imagerie transcranienne sans amincissement du créane chez
les jeunes animaux est devenue possible grace a des avancées technologiques telles que

I’échographie ultrarapide et I’utilisation d’ondes planes, qui subissent moins d’atténuation
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et de diffraction que les ondes focalisées, souvent dispersées ou déformées par les
irrégularités osseuses (Deffieux et al., 2018). Grace a des scanners capables d’acquérir des
images a haute fréquence (~20 kHz), 1’échographie ultrarapide améliore la qualité des
images en augmentant la sensibilité du signal, sans nécessiter I'utilisation d’agents de
contraste. Le développement préclinique de cette technologie en fait une modalité de choix
pour la caractérisation des changements hémodynamiques chez le petit animal dans le cadre
de la recherche sur ’AVC. L’utilisation de 'ULM est également appliquée aux études
précliniques, permettant une caractérisation fine du systéme vasculaire chez le petit animal
(Hingot et al., 2020a) (Figure 58).

Doppler ultrasonore ULM
Avant AVC Aprés AVC Avant AVC Aprés AVC

Figure 58 : imagerie Doppler et ULM de I’AVC chez la souris.

L’intensité du volume sanguin cérébral peut étre évaluée par imagerie Doppler, permettant d’identifier la
zone hypoperfusée (M. Abioui-Mourgues). Le signal peut étre rehaussé par I’injection de microbulles pour
caractériser avec finesse la vasculature cérébrale (adapté de Hingot et al., 2020).

D’autres méthodes d’imagerie optique, telles que I'imagerie par fluorescence
proche infrarouge (NIRF) (Hong et al., 2012), et la microscopie bi photonique (Sakadzi¢
et al., 2010), permettent également d’obtenir des images de la structure cérébrovasculaire

de surface avec une haute résolution.

12.3.2.2. Imagerie fonctionnelle chez le petit animal
Les changements hémodynamiques observés chez le petit animal ne reflétent pas
seulement la perfusion sanguine, mais également I1’activité neuronale via 1’unité
neurovasculaire. 11 est ainsi possible de réaliser de I’imagerie fonctionnelle en associant
une stimulation ou une tache cognitive a ’activité neuronale d’une région cerébrale
spécifique. Cette activité est mise en évidence par une hyperémie fonctionnelle, une

augmentation de 1’0xygénation locale, ou un signal calcique (Tong et al., 2019).

Cette imagerie permet de caractériser les altérations des fonctions cérébrales et leur

récupération au fil du temps. En clinique, les évaluations fonctionnelles reposent souvent



sur des tests comportementaux et cognitifs adaptés aux humains, comme 1’évaluation de la
mémoire, du langage ou des capacités motrices. Cependant, ces approches ne sont pas
directement transposables aux petits animaux en raison des différences majeures de

cognition entre les espéces.

De plus, les réponses comportementales chez les petits animaux peuvent étre
influencées par des facteurs non spécifiques tels que le stress ou 1’environnement
expérimental, rendant 1’évaluation précise des déficits fonctionnels difficile. Dans ce
contexte, I’imagerie fonctionnelle devient un outil précieux, permettant de contourner ces
biais et d’obtenir des mesures de I’activité cérébrale in vivo. Elle permet de suivre les
altérations hémodynamiques et métaboliques post-ischémiques, ainsi que la réorganisation

fonctionnelle des circuits neuronaux apres un AVC.

12.3.2.2.1. IRM fonctionnelle (IRMf)

L’IRM est une des principales techniques utilisées pour étudier le fonctionnement
global du cerveau humain (Ogawa et al., 1990), en s’appuyant sur 1’effet BOLD. Les
changements locaux de I’activité neuronale nécessitent un apport dynamique en oxygene

et en glucose, fourni par un systeme vasculaire dense.

Ce couplage neurovasculaire assure 1’ajustement des besoins energétiques (Raichle
et Mintun, 2006), et les variations du rapport entre I’hémoglobine oxygénée et désoxygénée
aux propriétés magnétiques distinctes, produisent le signal BOLD (Figure 59). Ces
variations peuvent étre observées lors de taches cognitives ou a 1’état de repos (Biswal et
al., 1995). Cette technique a également eté adaptée pour des modeéles de rongeurs,
permettant de cartographier les réseaux neuronaux (Jonckers et al., 2011), qui présentent
des similitudes avec ceux observés chez ’humain (Bertero et al., 2018 ; Grandjean et al.,
2020).

Toutefois, PIRMf présente certaines limites, comme 1’utilisation fréquente de
I’anesthésie générale (Paasonen et al., 2018) et la difficulté de faire réaliser des taches

fonctionnelles a I’animal durant une session d’IRMT.
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Figure 59 : IRM fonctionnelle chez la souris.

Les cartes IRMf ont été obtenues chez 6 animaux, pour lesquels des activités fonctionnelles ont été détectées
dans I’aire somatosensorielle primaire du membre antérieur (S1FL), ’aire somatosensorielle secondaire (S2),
et le thalamus de I’hémisphére droit, en réponse a une stimulation de la patte avant gauche (Jung et al., 2019).

12.3.2.2.2. Imagerie fonctionnelle par ultrasons (fUS) (Figure 60)

Les scanners actuels sont suffisamment sensibles pour cartographier les
changements de flux sanguin dans de petites artérioles (jusqu’a 1 mm/sec) en réponse a de
Iégéres variations transitoires de 1’activité neuronale. La premiére application de 1’imagerie
fUS en neurosciences a démontré I’activation du cortex somatosensoriel (« barrel cortex »)

suite a une stimulation des vibrisses chez le rat (Macé et al., 2011).

Depuis, cette technique a été utilisée pour étudier la connectivité au repos chez le
rat (Osmanski et al., 2014), et chez la souris éveillée en mouvement libre (Tiran et al.,
2017).

L’imagerie fUS se rapproche des applications de I'IRMf, avec I’avantage de
pouvoir étre réalisée chez des animaux éveillés et actifs, notamment lors de taches
sensorielles. Cette technique combine des acquisitions sur I’ensemble du cerveau avec une
résolution spatiale relativement élevée (100 pum x 100 pm x 300 pm), une résolution

temporelle améliorée, et des cotits d’exploitation et de maintenance plus faibles.

Bien que le crane reste un obstacle a la propagation des ondes ultrasonores en
imagerie fUS, I'utilisation d’agents de contraste (on parle alors de « fULM ») (Errico et al.,
2016 ; Renaudin et al., 2022), I’lamincissement du crdne ou une craniotomie peuvent
compenser cette limitation. Néanmoins, ce type d’imagerie représente des perspectives
prometteuses par son accessibilité, la multimodalité des techniques, et un excellent

compromis entre résolution spatiale et temporelle.
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Figure 60 : imagerie fonctionnelle ultrasonore chez la souris et le rat.

L’hyperémie fonctionnelle est visible dans le cortex somatosensoriel primaire suite a une stimulation des
vibrisses en imagerie doppler chez la souris (M. Abioui-Mourgues), et en combinaison avec 1’injection de
microbulles échogenes chez le rat afin d’effectuer une imagerie fULM (Renaudin et al., 2022).
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PARTIE V : défis dans la recherche et le
traitement de I’ AVC

Malgré les avancées dans la compréhension des mécanismes sous-jacents a I’AVC,
plusieurs défis doivent encore étre relevés pour améliorer la prise en charge des patients.
Ces défis incluent la pertinence des modeéles précliniques, ’accessibilité des techniques
diagnostiques, et 1’optimisation des stratégies thérapeutiques. Cette thése aborde
chacun de ces trois enjeux majeurs, en proposant des approches innovantes et en tentant de

répondre aux problématiques actuelles identifiées.

13. Défi 1 : la pertinence et la translation des essais précliniques

La premiere thématique identifiée est 1’importance d’une bonne transposition des
résultats des essais précliniques vers la pratique clinique. De nombreux traitements
prometteurs échouent lors des essais cliniques, en partie en raison d’une mauvaise
représentativité des modeles précliniques par rapport aux conditions humaines. Pour
répondre a cette problématique, nous avons développé un modele d’AVC chez la souris
éveillée, intégrant ’'IRM pour se rapprocher des outils de diagnostic clinique, ainsi que
I’imagerie fonctionnelle pour évaluer plus précisément la réponse a la thrombolyse par

rtPA, avec la valeur ajoutée d’une évaluation fonctionnelle quantitative et reproductible.

Ce projet principal constitue la majeure partie de mon travail de thése et fait I’objet
d’un article scientifique en cours de préparation, et présenté sous forme de prépublication
dans la partie « Article 1 : Improving Stroke Prognosis Through Early Ultrasound

Imaging of Functional Midline Shift in Awake Mice ».

14. Défi 2 : diagnostic et accessibilité aux techniques d’imagerie avancée
Dans une situation ot chaque seconde compte en cas d’ischémie, il est essentiel de
disposer d’un diagnostic rapide et précis de I’AVC. Cependant, 1’accés aux techniques
avancées, comme I’IRM ou la TDM, demeure limité en raison de leur co(t éleveé et de leur
disponibilité restreinte. Pour pallier ce probléme, nous avons exploré I’utilisation de ’'ULM
cérébrale en 3D chez la souris éveillée. Les premiers essais cliniques de cette technique
montrent son potentiel pour suivre les patients, et des étapes de recherche préclinique

fondamentale et translationnelle seront encore nécessaires.



Cette collaboration avec le Laboratoire d’Imagerie Biomedicale (LIB) a permis
d’adapter la technique d’imagerie en conditions éveillées, développées a I’issue de

I’Article 1.

Pour garantir une accessibilité aux avancées scientifiques et une meilleure
reproductibilité, I’ensemble des codes utilisés pour I’acquisition des données et le

traitement du signal a été joint aux résultats de 1’étude.

Ce travail fait I’objet d’une bréve communication scientifique, actuellement en
cours de soumission, et est présentée sous forme de prépublication dans la partie « Bréve
communication : An open-source platform for 3D transcranial Ultrasound

Localization Microscopy in awake mice. ».

15. Défi 3 : optimisation des stratégies thérapeutiques et inclusion des
patients

L’inclusion rapide des patients pour une intervention thrombolytique efficace est
nécessaire, et est corréelée au pronostic des patients. Le rtPA reste actuellement le seul
traitement approuvé pour la thrombolyse en phase aigué€ de I’AVC ischémique, mais son
utilisation est limitée par le risque hémorragique et les contre-indications cliniques. Pour
améliorer I’innocuité et 1’efficacité du traitement, le LVTS a développé un agent de
thrombolyse ciblée permettant de réduire la dose nécessaire de rtPA par un facteur 10. Ce
nouvel agent cible directement le thrombus, limitant ainsi les potentiels effets secondaires

systémiques, et avec un potentiel théranostique.

Cette partie du projet provient de la mise en commun du travail de these de Louise
Fournier pour la partie du développement de cet agent thrombolytique, et mon travail de
thése pour la partie d’application de cet agent in vivo, dans un modele d’ischémie cérébrale

chez la souris.

Ces travaux ont fait ’objet d’un article scientifique publié dans Biomaterials, et
présenté dans la partie « Article 2 : rtPA fucoidan polymer microbubbles for the

targeted treatment of stroke ».

Ces trois defis mettent en lumiére les limitations actuelles de la recherche et de la
prise en charge des AVC, qu’il s’agisse de la transposition des essais précliniques, de

I’accessibilité aux outils de diagnostic, ou de I’optimisation des traitements disponibles.
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Gréce aux approches innovantes abordées dans cette thése et enrichies par des
collaborations scientifiques, nous proposons des solutions qui, nous 1’espérons,

contribueront & améliorer a terme la prise en charge des AVC.
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PARTIE VII : Résultats

16. Article 1 :

Improving Stroke Prognosis Through Early
Ultrasound Imaging of Functional Midline
Shift in Awake Mice

Myriam ABIOUI-MOURGUES, Amandine BONNET, Canelle LEPILLIER, Camille
BRODIN, Thomas DEFFIEUX, Denis VIVIEN, et Cyrille ORSET.
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16.1. Contexte de I’étude :
L’AVC fait une victime toutes les deux secondes dans le monde (Lindsay et al.,
2014), et constitue la troisiéme cause de handicap acquis chez I’adulte (Pacheco-Barrios
et al., 2022). 11 s’agit d’un probleme majeur, tant sur le plan de la santé publique que sur
le plan humain, avec des répercussions sur la qualité de vie des patients ainsi qu’une
charge économique importante pour les systemes de santé (Rochmah et al., 2021). De

plus, le taux d’incidence de I’AVC est prévu d’augmenter d’ici 2030 (Pu et al., 2023).

Actuellement, les options thérapeutiques disponibles pour I’AVC ischémique se
limitent & la fibrinolyse par le rtPA et a la thrombectomie mécanique (Mosconi et
Paciaroni, 2022).

Malheureusement, ces traitements ne peuvent étre administrés qu’a une faible
proportion de patients (entre 2,6 % et 11 % pour la thrombolyse intraveineuse (Cumbler,
2015), et moins de 5 % pour la thrombectomie mécanique (Saini et al., 2021)), en raison
des risques d’effets secondaires graves, tels que les hémorragies associees au rtPA, et des

contraintes d’accés aux techniques endovasculaires.

Ces limitations soulignent I'importance de développer de nouvelles stratégies

thérapeutiques qui soient non seulement plus accessibles, mais aussi plus sdres.

Cependant, la recherche biomédicale dans le domaine de ’AVC se heurte a de
nombreux obstacles. Bien que plus de 1 000 molécules neuroprotectrices aient montré des
résultats prometteurs dans des études animales, aucune d’entre elles n’a démontré une
efficacité clinique chez I’humain parmi les 114 essais cliniques réalisés (O’Collins et al.,
2006).

Ces échecs peuvent étre partiellement expliqués par des biais méthodologiques
présents dans les études précliniques. Plusieurs facteurs contribuent a la difficulté de
transposer les résultats des études animales aux essais cliniques, notamment par le manque
de diversité génétique des animaux utilisés, leur jeune age, I’absence de comorbidité, ainsi
que I’absence de facteurs de risque couramment rencontrés chez les patients, tels que

I’hypertension, le diabéte, ou le tabagisme.



Ces différences limitent la représentativité des modeles animaux par rapport aux
conditions cliniques réelles. De plus, une autre source importante de biais est I’utilisation
généralisée de I’anesthésie, pour I’induction de I’infarctus, les traitements, et I’imagerie
(Young et al., 2007).

Les anesthésiques couramment utilisés en laboratoire, tels que I’isoflurane ou la
Kétamine associée a la Xylazine, modifient les paramétres métaboliques et
hémodynamiques, influencant ainsi la progression des Iésions post-AVC et pouvant

intéragir avec les molécules pharmacologiques testées.

Par ailleurs, il existe un manque de mesures et d’évaluation de la récupération
fonctionnelle post-AVC. Contrairement aux patients humains, dont les fonctions
neurologiques sont évaluées a I’aide de tests cliniques et neuropsychologiques, les
évaluations comportementales disponibles chez I’animal sont souvent indirectes et sujettes
a divers biais, tels que I’effet de I’expérimentateur, les variations de 1’environnement, ou
encore le stress. Ces approches ne capturent pas toujours la complexité des déficits
neurologiques et de la récupération fonctionnelle, limitant ainsi la capacité a évaluer

finement I’efficacité des interventions thérapeutiques.

16.2. Objectifs de I’étude :
L’objectif de cette étude est d’apporter des éléments contribuant a améliorer la
translation des resultats cliniques vers la clinique en développant un modéle d’AVC
chez la souris éveillée, permettant de minimiser les biais liés a ’anesthésie et offrant une

meilleure compréhension de la physiopathologie de I’AVC.

Un second objectif est de tirer parti de ce modele pour réaliser une caractérisation
aigué de ’AVC, tant sur le plan physiopathologique que fonctionnel, en introduisant une

nouvelle mesure de la récupération fonctionnelle.

16.3. Principales méthodes utilisées :
Nous avons choisi de développer ce modele chez la souris, ’espéce animale la plus
couramment utilisée pour la recherche fondamentale et translationnelle sur ’AVC. Le
choix s’est porté sur la souche Swiss, connue pour son caractere docile et calme, ce qui est

un atout pour les expérimentations sans anesthésie.

Pour I’induction de I’ischémie, nous avons Sélectionné le modéle d’infarctus

répondant le mieux au traitement thrombolytique de référence, le rtPA, afin de valider la
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faisabilité du modele et sa compatibilité avec 1’évaluation de stratégies thrombolytiques

OuU neuroprotectrices.

Parmi les différents modé¢les d’infarctus existant chez la souris, le modéle
d’injection de thrombine dans PACM a été jugé le plus pertinent. Ce modele cible le
territoire le plus fréguemment touché par I’AVC ischémique chez 1’humain et induit un

thrombus riche en fibrine, répondant ainsi a la fibrinolyse.

Pour caractériser ’ischémie induite, nous avons utilisé I’IRM avec des modalités
habituellement employées chez les patients, notamment 1’imagerie pondérée en T2, T2*,
ainsi que la perfusion par ASL, a la fois dans les phases précoces et plus tardives de

I’ischémie.

Nous avons également intégré une évaluation trés precoce des phénomeénes
vasculaires survenant dans les premiéeres minutes suivant I’ischémie, un parametre difficile
a évaluer en présence d’anesthésiques. Pour cela, nous avons utilisé 1’imagerie
ultrasonore en modalité Doppler, qui permet de visualiser le flux sanguin cérébral tout en

offrant un excellent compromis entre la résolution spatiale et temporelle (Figure 61).

Enfin, nous avons eu recours a I’imagerie fUS pour évaluer le deficit fonctionnel
post-AVC, tant au repos qu’en réponse a une stimulation sensorielle des vibrisses, dont

I’aire cérébrale corespondante est celle impactée par I’infarctus.
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Figure 61: techniques d’imagerie cérébrale chez le
rongeur.
L’imagerie ultrasonore présente un excellent compromis
entre résolution spatiale et temporelle pour I’imagerie du
cerveau entier chez le rongeur, avec la possibilité de réaliser
une imagerie fonctionnelle (Markicevic et al., 2021).



/ 16.4. Principaux résultats

v

L’AVC a été induit chez des animaux éveillés, en prenant compte la gestion de
la douleur éventuelle, et du stress par mesure du taux de corticostérone
sérique.

Le modele d’AVC chez I’animal éveillé a montré une réponse positive au
traitement par fibrinolyse avec le rtPA.

L’IRM de perfusion (ASL) s’est avérée étre un bon indicateur prédictif de
I’évolution des Iésions ischémiques chez les animaux traités par rtPA.
L’évaluation du flux sanguin a pu étre realisée immédiatement apres
I’induction de ’AVC grace a I’imgeriec Doppler ultrasonore, fournissant
également une valeur prédictive du devenir des lésions ischémiques.

Le nouvel outil d’évaluation, appelé « functional Midline Shift », a permis
d’évaluer la connectivité inter-hémispheérique, qui s’est trouvée ameliorée
par I’administration de rtPA.

Les effets benéfiques du rtPA sur la récupération du cortex somatosensoriel

primaire ont été mis en évidence gace a un paradigme de stimulation des

vibrisses. /
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Abstract

Preclinical trials are essential for testing new therapeutic strategies and understanding
disease mechanisms. However, in stroke research, despite promising results in animal
models, nearly all newly validated molecules have failed in clinical trials, leaving the
reasons of this discrepancy unclear. We hypothesize that anesthetics commonly used in
preclinical studies may significantly affect this translational roadblock. Indeed, anesthetic
drugs can influence the development and progression of stroke lesions, potentially masking
the true effects of pharmacological interventions. To address this issue, we developed an
innovative fully awake animal model for ischemic stroke, allowing stroke induction and
comprehensive follow-up using advanced imaging techniques including Magnetic
Resonance Imaging (MRI), Doppler UltraSound (US) imaging and functional ultrasound
imaging (fUS). In our study, we used recombinant tissue-type Plasminogen Activator
(rtPA), the gold standard treatment for ischemic stroke, in awake mice. This approach
demonstrated that thromboembolic stroke could be induced and effectively treated with
rtPA without the influence of anesthesia, closely mimicking the clinical settings. Notably,
by using fUS imaging, we introduced innovative readouts for assessing stroke outcomes,
including a measure of brain functional Midline Shift (fMLS). This novel approach offers
the potential to more accurately reveal therapeutic effects in preclinical studies, ultimately

enhancing the success rate of clinical trials.



Introduction

Epidemiological data show that one in six people will have a stroke in their lifetime. Today,
therapeutic strategies aim to restore Cerebral Blood Flow (CBF) as quickly and efficiently
as possible, with a strong correlation between recanalization rates and functional outcomes
(FO) (Rubin et al., 2000 ; Aracki-Trenkic et al., 2020). The overall acute recanalization
rate after Intravenous Thrombolysis (IVT) with rtPA treatment is below 35% (Bhatia et al.,
2010 ; Coutinho et al., 2017). This low efficacy of recanalization improves when combined
with mechanical EndoVascular Thrombectomy (EVT) (Mulder et al., 2018b), resulting in
better patient outcomes at 90 days (Berkhemer Olvert A. et al., 2015 ; Goyal et al., 2016 ;
Faizy et al., 2023). However, access to these treatments remains limited to only 20% of
patients for thrombolysis (Mikulik et al., 2021) and less than 10% when combined with
EVT (Goyal et al., 2016). These new approaches have extended the therapeutic window to
4.5 hours for IVT (potentially up to 9 hours) (Psychogios et al., 2020) and up to 24 hours
for EVT (Nogueira Raul G. et al., 2018), opening avenues for developing new strategies to

protect or repair the brain.

Despite numerous experimental therapies identified in animal models of stroke (targeting
thrombolysis, neuronal damage, spreading depolarization, and/or inflammation), all have
failed in clinical translation (O’Collins et al., 2006). Disappointed, pharmaceutical
companies have dramatically reduced their interest in treating this disease, despite its major
societal burden. We hypothesize that part of this failure is due to preclinical models of
stroke, including surgery and brain imaging procedures, using anesthetics. Anesthetics
significantly influence neurotransmitter receptor signaling (e.g., glutamate, GABA)
(Atabak Najafi et al., 1970), which drives neuronal survival (Schifilliti et al., 2010) and
affects neurovascular coupling (Masamoto et Kanno, 2012). They also impact heart rate,
blood pressure, brain-body temperatures and CBF parameters known to influence brain

outcomes and interfere with therapeutic strategies (Hoffmann et al., 2016).

The main clinical imaging approaches to reveal CBF are Positron Emission Tomography
(PET), Single Photon Emission Computed Tomography (SPECT), dynamic Perfusion
Computed Tomography (PCT), Magnetic Resonance Imaging (MRI): Dynamic
Susceptibility Contrast (DSC), Arterial Spin Labeling (ASL), Perfusion-Weighted Imaging
(PW1), and Transcranial Doppler ultrasonography (TCD) (Sadegh Moradi et al., 2022). The

recent developments of US Power Doppler imaging in one hand and related functional
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UltraSound (fUS) imaging in another hand provide new opportunities for the future of
stroke diagnosis and prognosis, allowing transcranial imaging in adult patients, with or
without microbubbles as a contrast agent (Sonovue®). Additionally, US machines are
portable and cheaper technology compared to other modalities, enabling imaging even in
ambulances and continuous follow-up of patients from arrival at the emergency unit,

during, and after treatments.

In the present study, we first developed and characterized an innovative experimental
model of thromboembolic stroke in awake mice subjected to rtPA treatment. Using this
model and a set of in vivo imaging modalities (MRI: T2, T2*, ASL); US Power Doppler
imaging: Cerebral Blood Volume (CBV) monitoring, and fUS imaging (resting state
functional connectivity, neurovascular coupling) also performed on awake animals, we
evaluated early events following stroke onset and treatments. Briefly, our study introduces
a fully awake animal model for ischemic stroke, allowing stroke induction and follow-up
imaging without anesthesia, thereby better mimicking human clinical conditions. By
utilizing functional ultrasound to measure brain fMLS, we propose an approach aiming to
more accurately assess therapeutic effects in preclinical studies, potentially improving the

success rate of subsequent clinical trials.
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Figure 1: Thromboemolic stroke model in awake mice to bypass the translational roadblock to
clinic: A- Schematic representation of the experimental procedures used in this study. The timeline
illustrates the key steps, including mouse handling, head plate surgery, habituation to restraint and MRI
noise, Middle Cerebral Artery (MCA) occlusion, and subsequent brain imaging sessions. B — Summary
of animal allocation into different experimental conditions. One group (n=11) was dedicated to assess
stress during habituation to awake procedures. A second group (n=60) underwent awake ischemia,
followed by a comprehensive stroke characterization using MRI and ultrasound imaging.
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Methods

Animals and Ethics: All experiments were conducted in compliance with French ethical law
(Decrees 2013-118 and 2020-274) and the European Communities Council guidelines
(2010/63/EU). The protocols were approved by the local ethics committee of Normandie
(CENOMEXA), under the Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche (APAFIS
numbers #13412 and #35158). All in vivo studies were performed on male Swiss mice aged 6 to 8
weeks, weighing between 30 and 40 g (Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, France). The animals
were housed under a 12-hours light/12-hours dark cycle with free access to food and water, and a
daily monitoring of their welfare was conducted. They were kept in cages with a minimal
enrichment in accordance with ethics guidelines, with three mice per cage. Before the start of the

protocol, each mouse was given one week to acclimate to the animal facility and the experimenter.

3D restraint system: The 3D restraint system comprises a head plate permanently attached to the
mouse's skull, a restraint bar, and a harness. The head plate has a window (22 mm x 9 mm) designed
for stroke induction surgery and ultrasound imaging. Two fixation areas on the lateral ends enable
the head plate to be secured to the restraint bar using nylon screws and nuts (ref. TC02/008NYL
and ECRHUO2PAG6, Cergy-Vis France). The restraint bar can be attached to the habituation
device, the stereotaxic frame for surgery, the ultrasound imaging system, and the MRI cradle for
imaging. Both the head plate and restraint bar are designed using Tinkercad (Autodesk) and 3D
printed with the 3D UltiMaker3 printer in a non-magnetic and durable material (PLA). The harness
(120 mm x 100 mm) is made from elastic fabric (Lycra) to restrict the animal's movements while

remaining comfortable and easy to clean (Figure 2A, B).
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Figure 2: Awake MRI following a habituation protocol enables assessment of lesion progression
and its reduction with the gold standard thrombolytic treatment rtPA: A- 3D-printed restraint
device, consiting of a headplate fixed to the skull of the mouse and a restraint bar. B- The device facilitates
awake surgery on a stereotaxic frame, as well as ultrasound imaging and MRI. C- Habituation setup
designed to minimize stress during awake procedures. D- Timeline of the habituation protocol: Mice
(n=11) were gradually habituated (Day 1: 15 min of restraint; Day 2: 30 min of restraint; Day 3: 30 min
of restraint then 30 min in the factice MRI; Day 4-12: 60 min of restraint then 30 min in the factice MRI).
Blood samples were collected on Days 0, 1, 3, 4, 6, 9, and 12 to measure serum corticosterone (CRH)
levels. E- CRH levels measured at different days of habituation (n=9, one color per animal. Repeated
measure one-way ANOVA, followed by a Dunnett. Data are presented as mean + SD). F- Final ischemic
lesions at 24 h showed reduced lesion volume in animals treated with rtPA (saline, n=29; rtPA, n=31,
two-tailed unpaired t-test). G- Posterior-to-anterior lesion distribution show a maximal lesion area at p-
1 mm (saline, n=29; rtPA, n=31).

Headplate placement surgery: Mice were anesthetized with isoflurane (induction at 5%,
maintenance between 1.5% and 2%) in a gas mixture of N>O/O, (70%/30%), while receiving
analgesic coverage with buprenorphine (0.1 mg/kg, subcutaneous). They were then placed in a
stereotaxic device, with their temperature maintained at 37°C using a retro-controlled heating pad.
Following aseptic preparation and local anesthesia (Xylocaine 5%, subcutaneous), a rostro-caudal
skin incision was made on the head to fit the shape of the head plate. The skull surface was prepared
for the head plate fixation applying hydrogen peroxide and then 70% ethanol. The head plate was
cleaned with 70% ethanol, the primers from the dental cement kit were applied either on the head
plate and the skull, and then rinsed with saline before fixing the head plate using dental cement,
according to the manufacturer’s instructions (Super-Bond Universal Kit — Sun Medical). Each

animal was given a 3-day rest period between this surgery and the subsequent stages of the protocol.

Habituation protocol: A group of mice (n=11) was dedicated for stress assessment in order to
validate the habituation process by measuring the blood corticosterone level (Figure 2D, E). The
mice were gently handled for 1 minute in the palm of the hand over a span of 5 days to minimize
experimenter-induced stress. During the habituation, mice were placed in the restraint system by
attaching the head plate to the restraint bar with screws and nuts. The tail was gently secured with
adhesive tape on the restraint bar, and the harness was placed around the mice and the restraint bar
to restrict limb movements. The bar was then fixed to the mock MRI cradle. The mice remained in
this system for 15 minutes on the 1% day and 30 minutes on the 2" day. On the 3" day, they stayed
in the system for 30 minutes and were then placed in the mock MRI tunnel with the pre-recorded
sequence soundtrack played at 90 dB (Figure 2C). From the 4™ to the 12" day, mice were placed in
the restraint system for 1 hour, followed by 30 minutes in the mock MRI with the sequence

soundtracks.



Corticosterone assessment: Serum Corticosterone-Releasing Hormon (CRH) concentration was
assayed 40 minutes after the end of restraint (n=9 mice due to 2 exclusions; days 0, 1, 3, 4, 6, 9, and
12 of habituation) using an ELISA kit (ADI-900-097, Enzo Life Science, Farmingdale, NY). Blood
sampling was conducted before 6:00 PM to avoid the physiological peak of corticosterone. Blood
was collected by snipping the tip of the tail under local anesthesia (Xylocaine 5%). The serum was
obtained after 30 minutes of coagulation at room temperature, followed by two successive
centrifugations at 1500 G for 15 minutes at 20°C, with gradual acceleration and deceleration. The
collected serum was then stored at -80°C pending assay. After thawing at room temperature, serum
samples were diluted 1:50 with the kit buffer and analyzed in duplicates. Absorbance was measured
at 405 nm with a correction at 570 nm using a microplate reader (Asys UVM 340, Biochrom Ltd.,
Cambourne, England). The concentration for each sample was determined as the percentage bound

from a standard curve with a detection range between 32 and 20 000 pg/ml.

Awake stroke: The preparation for awake stroke induction involves handling the mice for 5 days,
followed by head plate fixation surgery, and then allowing 3 days of recovery and the first 4 days
of habituation, as described previously. One day before stroke onset, mice were anesthetized with
isoflurane (induction at 5% and maintenance between 1.5% and 2%) in a gas mixture of N.O/O,
(70%/30%) while receiving analgesic coverage with buprenorphine (0.1 mg/kg, subcutaneous) and
placed in the 3D-printed restraint device, on a stereotaxic frame. Body-temperature was maintained
at 37 °C using a retro-controlled heating pad. A catheter was then placed in the tail vein and secured
using adhesive tape to allow awake treatment the following day. The Middle Cerebral Artery
(MCA) approach was performed as described by Orset et al., (2007, 2016): the masseter muscle
was retracted, and a local craniotomy was performed on the temporal side of the skull to expose the
MCA. The meninges were locally removed for future MCA occlusion. Subsequently, the
craniotomy and the skull were protected by applying a silicone plaster (Kwik-Cast, World Precision
Instruments). On Day 0, mice were placed in the awake restraint device on a stereotaxic frame
without any anesthesia while receiving analgesic coverage with buprenorphine (0.1 mg/kg,
subcutaneous). The silicone plaster was removed to expose the MCA. A precise pneumatic injection
of 1 yuL of murine thrombin (1 1U, Stago BNL) was carried out using elongated glass capillaries
into the MCA lumen to induce in situ fibrin-rich thrombus formation. The fibrinolytic or the control
vehicle (200 pl Actilyse® 10 mg/kg or saline solution, 10% bolus, 90% infusion, for 40 minutes)
were injected 20 minutes after MCA occlusion through the catheter placed in the tail vein the day

before.
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Magnetic Resonance Imaging - Acquisitions: MRI studies were performed before (n=24), 1 hour
(n=24) and 24 hour (n=60) after the stroke onset on a 7 Tesla/12 cm magnet (Bruker, Germany).
Mice were placed in the restraint device adapted to the MRI cradle, and a 10 mm surface coil
(Bruker, Germany) was placed on their head. T2-weighted images were acquired 24 hours after
stroke onset using a 18 slices multiecho sequence (TE/TR 39.99 ms/3,500 ms, 4 averages) for
ischemic lesion visualization (n=60). T2*-weighted images were acquired to control if animals
underwent hemorrhage events using a 18 slices multiecho sequence (TE/TR 8.7064 ms/500 ms, 3
averages), 24 hours after the stroke onset (n=60). Arterial Spin Labelling (ASL) sequence was
performed to measure brain perfusion on one slice at bregma -1 mm (TE/TR 79 ms/10224.65 ms,
1 average), before, 1 hour, and 24 hours after stroke onset (n=24). Image treatment and analyses:
Lesion volumes were quantified from T2-weighted sequences by outlining the hyperintensity area
characteristic of the lesion on each slice (0.5 cm thickness). The severity of potential hemorrhagic
events was assessed on ImageJ using a scoring system. « 0 »: No hemorrhage on any slice. « 1 »:
small hemorrhages in the parenchyma on at least one slice. « 2 ». massive hemorrhage in the
parenchyma on at least one slice. A guantitative mapping of brain tissue perfusion was generated
from the ASL sequences using Paravision (Bruker, Germany) and ImageJ with the plugin MRI File
Manager (Bruker, Germany). Brain tissue perfusion average maps were generated using ImageJ
with the plug-in TurboReg. For individual ASL brain perfusion values, a mask of the lesion
observed in T2-weighted imaging was generated on the same slice of the ASL at the different time
points. This mask was applied to the individual brain perfusion maps for each mouse, and the

cerebral perfusion within the affected area was averaged.

Ultrasound Imaging - Acquisitions: All ultrasound imaging acquisitions were performed on one
slice at bregma -1 mm before, 10 minutes after, 1 hour after and 24 hours after the stroke onset
(n=24; rtPA-treated, n=12; controls, n=12) on an ultrafast scanner (Iconeus One), with the Icoscan
acquisition software and an ultrasound probe (Iconeus IcoPrime, 15 MHz, 128 elements). Mice
were placed in the restraint system on a stereotaxic frame. After removing the silicone plaster and
cleaning the skull with saline, centrifuged ultrasound gel (2,500 G; 5 min) was applied before
immersing the probe. CBV monitoring: A 5-minutes acquisition was performed on awake mice
(n=24; rtPA-treated, n=12; control, n=12) to monitor variations in CBV. Resting state connectivity:
A 5-minutes acquisition was performed on awake mice (n=24; rtPA-treated, n=12; control, n=12)
without any stimulation. Functional Ultrasound Imaging assessment: Two 4.5 minutes
acquisitions were performed on awake mice (n=24; rtPA-treated, n=12; control, n=12), during
which the right and then left whisker were stimulated. The whisker were carefully trimmed to the
same length before performing the stimulations (1 cm-long). Four 30-seconds stimulations were

conducted using a cotton swab at a frequency of 4 Hz, with a 30-seconds rest period between each



stimulation. Image treatment and analyses: Artifact filtering to account for facial muscle
contractions was applied to all acquisitions using Matlab. CBV variations: Three ROIs were
defined to monitor cerebral perfusion: the ipsilateral cortex, which tracks vascular events in the
entire cortex; the lesion area, which monitors vascular events in the ischemic tissue; and the non-
infarcted cortex area, which tracks vascular events in the salvaged brain tissue. A lesion area mask
was created on the corresponding slice from the T2-weighted MRI images at +24 hours and
transferred onto the ultrasound acquisitions to accurately define the lesion area. The non-infarcted
cortex area was obtained by subtracting the lesion area from the ipsilateral cortex area. The average
CBYV in each area was calculated over each 5-minutes acquisitions, and the variation in CBV was
obtained by expressing the mean CBV at each time point relative to the baseline CBV. Resting state
connectivity: 14 ROIs were defined using the mouse brain Atlas included in the Icostudio
software (anterior cingulate area, thalamus, caudoputamen, nose, barrel field, upper limb, and lower
limb, both ipsilateral and contralateral). Connectivity matrices were generated by specifying the
Pearson coefficient between CBYV variations of each pair of ROIs using the same software. The
coefficient values were retrieved to generate chord diagrams using Python3 with the libraries:
pandas, numPy, OpenChord, SciPy, seaborn, matplotlib, and the modules glob and os. In the chord
diagram, each ROI is represented by a segment of a circle, with its size proportional to the sum of
its connections. These entities are connected by links whose width is proportional to the strength of
the connection they represent. For each diagram of each mouse, the CBF-connectivity MidLine
(ML) between the ROIs of the contralateral and ipsilateral hemispheres was drawn. The difference
in connectivity is observed this MidLine Shift (MLS), expressed as an angle (positive for a loss of
CBV correlations in the ipsilateral hemisphere in favor of the contralateral hemisphere, and
negative in the opposite direction). Functional ultrasound imaging: The CBV response to whisker
stimulation was monitored in the primary somatosensory cortex (barrel field) using the mouse brain
Atlas included in the Icostudio software. For each animal at each time point, the four stimulation
phases were averaged, as well as the four resting states, to obtain representative values of activation
and resting state. The difference between the mean activation phase and the mean resting phase was
then calculated. Z-score maps were generated using Matlab and subsequently averaged using

ImagelJ.

Statistical analysis: All values are expressed as mean + SD. Statistical analyses were performed
using GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Initially, the distribution of all
samples was assessed. A repeated measure one-way ANOVA followed by a Dunnett test was
conducted (Fig. 2E), were each mean was compared to DO as the control (n=9). A two-tailed
unpaired t-test was used to compare the means between the Saline (n=29) and the rtPA-treated

(n=31) groups (Fig. 2F). A repeated measures one-way ANOVA was performed to analyze the
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differences in CBF across the baseline, +1 hour, and +24 hours (n=12 at each time) (Fig. 3B and
C), the CBV variations compared to the baseline across +10 minutes, +60 minutes, and +24 hours
(n=12 at each time) (Fig. 4D, E, F, G, and H), and the CBV variations in response to left and right
whisker stimulation across the baseline, +10 minutes, +60 minutes, and +24 hours (n=12 at each
time) (Fig. 7C, D, E, and F). Simple linear regression analysis was conducted to assess the
relationship between the lesion volume observed in T2-weighted MRI at +24 hours and the CBF
observed at +1 hour and +24 hours in both the ipsilateral infarct area and hemisphere in the Saline
(n=12) and the rtPA-treated groups (n=12) (Fig. 3D, E, F, and G). The same test was used to
evaluate the relationship between the area of lesion observed in T2-weighted MRI at +24 hours and
the hypoperfused area seen on ultrasound Doppler imaging at +10 minutes and +60 minutes in the
Saline (n=12) and the rtPA-treated groups (n=12) (Fig. 5B and C). Additionally, this analysis
assessed the relationship beetween the CBV response to left whisker stimulation at + 24 hours and
the lesion volume measured on T2-weighted imaging at +24 hours in the Saline (n=12) and the
rtPA-treated (n=12) groups (Suppl. 3C and D). The goodness of fit was evaluated using the
coefficient of determination (R2), and the significance regression was tested using an F-test. A
Friedman test with multiple comparisons was performed to assess the difference in CBV variations
from the baseline across +10 minutes, +60 minutes, and +24 hours in the Saline group (n=12) (Fig.
4C). Finally, a two-way ANOVA was performed to evaluate the interaction and main effects of
time (+10 minutes, +60 minutes, and +24 hours) and treatment (Saline n=12, or rtPA n=12) on the
MidLine Shift deviation from the baseline (Fig. 6C). Post hoc comparisons were conducted using
Tukey’s multiple comparisons test to identify specific differences between groups. Differences

were considered statistically significant for a probability value p < 0.05.
Results

A Thromboembolic Stroke Model, Performed in Awake Conditions, Responsive to the Gold
Standard Treatment rtPA. To proceed with an awake stroke model in mice and associated in vivo
brain imaging, we first developed a new device allowing the placement of a mouse in a stereotaxic
frame for surgery performed while awake. This system is also compatible with maintaining awake
animals in our in vivo setups for MRI and US imaging (Power Doppler and fUS) (Fig. 2B). Briefly,
a two-piece 3D-printed system was created, including a head plate permanently fixed to the skull

of the mice, which is then attached to a complementary restraint device (Fig. 2A).

Prior to all procedures, mice were subjected to a habituation protocol in an environment consistent
with the rest of the study (surgery room, MRI, and US imaging). They were also exposed to noises
made by the machines, especially the MRI (Fig. 2C). To validate the habituation procedure, serum
corticosterone (CRH) concentrations were assayed each day 40 minutes after the end of restraint

(Fig. 2D and E). As expected, although at the beginning of the habituation protocol, mice showed



increased levels of serum CRH compared to baseline, these levels returned to baseline after 4 days
of the protocol (90.57 ng/ml + 57.23 at Baseline, 232.8 ng/ml + 83.91 at Day 1, and 132.1 ng/ml
93.49 at Day 4, p=0.026 Baseline vs Day 1, and p=0.7441 Baseline vs Day 4. F=4.003, DF=6, n=9,
p=0.015%*).

Under these conditions, a thromboembolic stroke was induced using local infusion of thrombin in
the MCA, as previously reported by Orset et al. (2007, 2016), but with stroke onset occurring in
awake mice (see methods for details) (Fig. 1A). rtPA treatment was administered (Alteplase®, 10
mg/kg, 10% bolus and 90% infusion) intravenously 20 minutes after stroke onset. Ischemia-induced
brain lesions were characterized in all animals (n=60; control, n=29; rtPA, n=31) by T2-weighted
MRI 24 hours after stroke induction. Mice treated with the gold standard rtPA thrombolysis 20
minutes after stroke onset showed smaller lesion volumes (-36.7%, p<0.0001**** n=31)
compared to those receiving saline solution (control: 17.33 mm? + 5.92 mm?®, n=29; rtPA=10.97
mm® + 4.7 mm?®, t=4.624, DF=58, n=60) (Fig. 2F).

In a control experiment, we compared lesion volumes between awake mice subjected to
thromboembolic stroke and anesthetized animals (Suppl. 1A). The results reveal smaller ischemic
lesion volumes in awake animals versus anesthetized animals (-26.95%; anesthetized 21.92 mm?® +
10.13 mm?, n=30; awake 16.01 mm?* + 9.79 mm?®, n=26, P=0.03*). The gold standard thrombolytic
treatment for ischemic stroke was also tested. We revealed a reduction in lesion volumes in the rtPA
groups for both anesthetized and awake animals (anesthetized: -52.49%, anes-Saline 20.69 mm?® +
10.8; anes-rtPA 9.83 mm?® + 7.13, p=0.013*; awake: -56.6%, awake-Saline 16.13 mm® + 10.54;
awake-rtPA 7.00 mm?® + 5.37, p=0.025*), with no difference between anesthetized and awake

groups (saline or rtPA) (Suppl. 1B and C).

Awake Brain Imaging Following Thromboembolic Stroke and rtPA Treatment. We then
performed awake multimodal brain imaging following ischemic stroke and treatment, including
MRI (T2 and T2* at +24 hours, ASL before stroke onset, 1 hour, and 24 hours post-stroke), and US
imaging (Power Doppler and fUS imaging before stroke onset, 10 minutes, 60 minutes, and 24
hours post-stroke (Fig. 1A and B). Because the distribution of the ischemic lesion reveals a
maximum lesion area 1 mm posterior to the bregma (Fig. 2G), this section was selected to
characterize cerebral perfusion using ASL MRI (n=24; control, n=12; rtPA-treated, n=12) to ensure

observation of an ischemia-affected zone in all animals.

Average maps of cerebral perfusion were constructed to illustrate changes in Cerebral Blood Flow
(CBF) before stroke onset, 1 hour post-stroke following the completion of rtPA infusion, and 24
hours post-stroke (n=12 per map) (Fig. 3A). Reductions in CBF were observed 1 hour after stroke

onset in the infarct area of mice treated with either saline infusion or rtPA (-66.53%, 29.31
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ml/100g/min + 9.895 ml/100g/min for control group and -49.03%, 46.48 ml/100g/min = 36.55
ml/100g/min for the rtPA-treated group at 1 hour. Control group: F=48.63, DF=2, n=12,
p<0.0001****  rtPA-treated group: F=11.67, DF=2, n=12, p=0.0024**). Conversely,
hyperperfusions in the ischemic region were observed 24 hours post-stroke in mice receiving either
saline or rtPA treatment (Fig. 3 B and C) (+51,22%, 132.8 ml/100g/min + 45.08 ml/100g/min for
control group and +47.49%, 134.5 ml/100g/min £ 82.9 ml/100g/min for the rtPA-treated group at
24 hours).

The correlations between final lesion volumes and CBF levels measured early (1 hour post-stroke)
or late (24 hours post-stroke) were then investigated (Fig. 3 D, E, F, and G). Although, no
correlation between lesion volumes and CBF was observed in the control ischemic group,
regardless of the time of CBF measurement (Fig. 3 D, E, F, and G), a negative correlation was noted
between the lesion volume observed 24 hours post-stroke, and the CBF measured 1 hour post-stroke
in both the lesion area and the whole ipsilateral hemisphere, in animals undergoing rtPA treatment
(p=0.0285* R2=0.3953, n=12, and p=0.003** R2=0.6014, n=12 respectively). No correlation with
the lesion volumes measured at 24 hours was observed for the two groups when CBF was measured
at 24 hours (Fig. 3 F and G).
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Figure 3: Brain perfusion MRI early after stroke is a predictive factor for lesion volume outcome:
A- Average brain perfusion maps in both control and rtPA-treated mice (n=12 per map). B, C- CBF
evolution in the infarct area. 1 h after stroke, both control and rtPA-treated mice exhibited
hypoperfusion. At 24 h, only control mice showed significant hyperperfusion compared to baseline
(baseline: 87.52 ml/100g/min in control mice; 91.19 ml/100g/min in rtPA treated mice. n=12 animals
per group, repeated measures one way ANOVA. Data are presented as individual values for clarity). D,
E, F, G- Lesion volume at 24 h showed a negative correlation with the early brain perfusion in rtPA
treated animals only (n=12 animals per group, simple linear regression).
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These data reveal that the measurement of ASL early after stroke onset could be predictive of stroke
outcome (lesion volume at 24 hours), but only in animals subjected to thrombolysis and when
performed early after treatment and stroke onset (i.e. 1 hour).

Early Ultrasound Imaging of Cerebral Blood Volumes as a Predictor of Stroke Outcome and
Response to Thrombolytic Treatment. Using Power Doppler US imaging, we evaluated CBV
variations before and following stroke onset at several time points: 10 minutes, 1 hour, and 24 hours
in both the control group and the rtPA-treated group (Fig. 4). Our data revealed an early drop in
CBYV 10 minutes after stroke onset in the future lesion area (control group: -59.23%, 40.77% from
baseline + 12.92%, n=12; rtPA-treated group: -61.83%, 38.17% from baseline = 17.56%, n=12).
This drop in CBV was partially reversed only in the rtPA-treated group at 1 hour of treatment
(starting 20 minutes after stroke onset, with a 10% bolus and 90% infusion over an additional 40
minutes) (+87.27%, 71.48% from baseline + 30.61%, p=0.0165*, n=12 for the rtPA-treated group,
versus +31.4%, 53.57% from baseline £ 14.62%, p=0.0506, n=12 for the control saline group).
Interestingly, hyperemia was observed 24 hours after stroke onset in both the control and rtPA-
treated groups (+222.54%, 131.5% from baseline + 64.56%, p=0.0018**, n=12 in the control group,
versus +347.21%, 170.7% from baseline + 56.86%, p<0.0001**** n=12 in the rtPA-treated group)
(control saline group: F=20.35, DF=2, n=12 , p=0.0006*** ; rtPA-treated group: F=58.24, DF=2,
n=12 , p<0.0001**** ) (Fig. 4 E and F), consistent with the ASL-MRI data presented above (Fig.
3). This hyperemia was observed throughout the entire ipsilateral cortex, including both lesioned
and non-lesioned areas (Fig. 4 C, D, E, F, G and H).
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Figure 4: Awake doppler imaging enables CBV monitoring in 3 strategic brain
areas: A- Experimental setup for ultrasound acquisitions. Awake mice are restrained in
the device on a stereotaxic frame. An ultrasound probe connected to the system (Iconeus
One) and mounted on a 4-axis motor enables monitoring of the brain perfusion. B —
Method for defining ROIs (Regions Of Interest) for CBV monitoring: ROIs are
delineated on +24 h T2-weighted MRI scans and then transferred onto the ultrasound
acquisition for each animal (covering the whole ipsilateral cortex, lesion site, and non-
infarcted cortex). C, D, E, F, G, H- Evolution of brain perfusion after stroke in both
control and treated mice. CBV evolution showed no reperfusion in control mice at 1 h,
in contrast to those treated with rtPA. However, all mice experienced hyperperfusion
24 h after stroke onset (n=12 animals per group, parametric or non-parametric repeated
measures one-way ANOVA. Datas are presented as individual values for clarity).

We then plotted the lesion areas measured at 24 hours by MRI against the hypoperfused areas
measured by US Power Doppler at either 10 minutes or 1 hour after stroke onset (Fig. 5). At +10
minutes, i.e., before any treatments, a significant correlation was observed between the
hypoperfused area revealed by US Power Doppler, with the final lesion areas for both control and
rtPA-treated groups (control: R2=0.6465, p=0.0016**, n=12; rtPA: R2=0.6261, p=0.0022**, n=12)
(Fig. 5 B). Interestingly, this correlation is still observed at 1 hour after stroke onset in the control
saline group (Saline: R2=0.4713, p=0.0137*, n=12) (Fig. 5 C), but not observed when hypoperfused
area was estimated in the rtPA-treated group (rtPA: R2=0.01, p=0.7607, n=12) (Fig. 5 C).

These data reveal that the measurement of CBV early after stroke onset (+10 minutes and +1 hour)
using US imaging could be predictive of stroke outcome (lesion volume at +24 hours), but only in
animals not subjected to a thrombolytic treatment. These data also suggest that in animals subjected
to rtPA treatment, the restoration of CBV by rtPA is not the sole contributor to the final lesion

volume.
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Figure 5: Awake UltraSound (US) Power Doppler imaging allows for MCAo control, and as a
predictive modality for ischemic lesion outcomes: A- US Power Doppler imaging of brain perfusion
before and after MCAo, and the corresponding area of lesion 24 h after stroke onset on T2-w MRI. US
Power Doppler imaging reveals hypoperfusion in the cortices subjected to MCAO, reperfusion from 60
min in rtPA-treated mice, and partial reperfusion at 24 h in control mice, as well as the relationship
between the early hypoperfused area and the lesion area at 24 h. B- Prediction of the lesion area by US
Power Doppler imaging 10 min after MCAo. The hypoperfused area in US Power Doppler imaging is
predictive of the final infarcted territory in both control and rtPA-treated mice (n=12 animals per group,
simple linear regression). C- Following rtPA treatment, the hypoperfused area decreased, but not the final
infarct territory, suggesting the involvement of additional mechanisms (n=12 animals per group, simple

linear regression).
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Functional Ultrasound Imaging to Predict Stroke Outcomes. We evaluated two paradigms of
functional in vivo brain imaging using ultrasound modality on awake mice from 10 minutes to 24
hours after stroke onset and rtPA treatment (Fig. 1). Firstly, we conducted intra- and
interhemispheric resting state connectivity mapping between seven brain areas involved in motor
functions (Fig. A). Based on this mapping, we determined a functional Midline (fML) for each
animal at 10 minutes, 1 hour, and 24 hours after stroke onset and treatment, compared to their
baseline fML before stroke (Fig. 6 B and C). The data revealed an initial fML Shift (fMLS) affecting
the ipsilateral brain areas (12.63° + 18.73° in the saline control group, and 11.38° + 9.71° in the
rtPA-treated group) at 10 minutes post-stroke, with a trend towards recovery at 1 hour in the rtPA-
treated group (3.625° £ 12.5° for the rtPA-treated group compared to 14.75° £+ 9.389 for the saline
group) (Fig. 6 C, D, E, F, and G) and a significant recovery at 24 hours compared to 10 minutes
post-stroke only in rtPA-treated animals (-1° = 8.631 for the rtPA-treated group, p=0.029%
compared to 5.25° £ 9.75° for the Saline group, p=0.4218. F=5.256, DF=2, n=24, p=0.0118%) (Fig.
6 C, D, H,and I).
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Figure 6: CBV variations reflect neuronal activity, enabling the correlation of the functioning of
two brain areas: A- Mapping of 7 brain areas involved in motor functions for the assessment of the
resting state connectivity. B- Functional Middle Line Shift (fMLS) on a representative mouse after
MCAo. The positive angle a indicates a loss of function of the ipsilateral hemisphere. C- fMLS at
different times after stroke in both control and rtPA-treated animals. The gold standard rtPA thrombolysis
restored the fMLS position 24 h after stroke onset (n=12 animals per group, repeated two-ways ANOVA.
Data are represented as mean + SD). D, E- Average connectivity diagrams before and after MCAo. The
fMLS deviated at the expense of the ipsilateral hemisphere 10 min after MCAo (n=24 animals per
diagram). F, G- Immediately after the treatment, the fMLS in rtPA-treated mice has recentered (n=12
animals per diagram). H, I- 24 h after stroke, the fMLS recentered in both control and treated animals

(n=12 per diagram).
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Secondly, we employed a paradigm of neurovascular coupling induced by whisker stimulation and
measured the induced local hyperemia using US imaging in awake mice from 10 minutes to 24
hours after stroke onset. Stimulation of left and right whisker allowed comparison of the activation
of lesioned and non-lesioned somatosensory cortices (Fig. 7 A and B). Stroke induced a severe
reduction in the neurovascular response in the ipsilateral somatosensory cortex, with no significant
recovery in the control saline group (-100.46%, -0.04306% CBYV increase + 3.296% at 10 minutes,
p=0.0038**; -83.44%, 1.549% CBV increase + 3.316% at 1 hour, p=0.0059**; and -88.53%,
1.073% CBYV increase £ 1.984% at 24 hours, p=0.0004*** - i.e. significatively different when
compared to baselines before stroke. F=16.24, DF=3, n=12, p<0.0001****) (Fig. 7 C). In contrast,
the rtPA-treated group showed functional recovery at 24 hours after stroke onset (-78.99%, 1.936%
CBV increase = 5.947% at 10 minutes, p=0.0773; -82.47%, 1.615% CBYV increase *+ 2.634% at 1
hour, p=0.004**; and -63.13%, 3.397% CBV increase + 4.265% at 24 hours, p=0.0932 - i.e. not
different when compared to baseline before stroke. F=7.224, DF=3, n=12, p=0.0058**) (Fig. 7 D).
No significant changes were observed in the contralateral hemisphere for all groups (Fig. 7E and
F). Interestingly, in the rtPA-treated group, hyperemia induced by whisker stimulation at 24 hours
is negatively correlated with the final lesion volume measured at 24 hours (R?=0.3346, p=0.0488*,
n=12) (Suppl. 3 D), in contrast to the saline-control group (R2=0.0008115, p=0.93, n=12) (Suppl. 3
C).
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Figure 7: Neurovascular response to a sensory task is impacted after a stroke in the affected brain
area. A, B- Average z-score maps of neurovascular activation in the corresponding somatosensory cortex
in response to whisker stimulation. Only the right somatosensory cortex showed a loss of function after
MCAOo, while the function of the left one appears to stay intact (n=12 animals per map). C, D, E, F-
Vascular response in the corresponding primary somatosensory cortex to left (C and D) and right (E and
F) whisker stimulation, before and after stroke in both control and rtPA-treated animals (n=12 animals
per group, repeated measures one-way ANOVA. Data are represented as individual values for clarity).
C- Control animals exhibited a reduction of the neurovascular reponse in the ipsilateral somatosensory
cortex, with no recovery. D- rtPA-treated animals showed no difference between the neurovascular
activation before, and 24 h after stroke onset. E, F- The neurovascular integrity in the contralateral
somatoensory cortex was preserved in both control and treated animals after stroke onset.

These data reveal that the measurement of fMLS (resting-state brain connectivity) or hyperemia
induced by whisker stimulation (neurovascular coupling) using fUS imaging early after stroke onset
(10 minutes and 1 hour) could be highly predictive of stroke outcome (lesion volume at 24 hours),
even after a thrombolytic treatment. Thus, using awake stroke model and awake imaging procedures

are mandatory to perform such relevant functional imaging readouts.

Discussion

Up to now, the only FDA-approved pharmacological treatment for ischemic stroke remains
thrombolytic therapy, using recombinant tissue plasminogen activator (rtPA, Actilyse®) (Nagaraja
et Adams, 2014). In clinical practice, its efficacy is dramatically enhanced when combined with
endovascular thrombectomy (EVT) (Mulder et al., 2018b). To improve recovery from ischemic
stroke, successful cerebral arterial recanalization and tissue reperfusion are critical prognostic
factors for favorable functional outcomes (Aracki-Trenkic et al., 2020 ; Rubin et al., 2000).
Accordingly, preclinical investigations evaluating new treatments for ischemic stroke should use
models in which deficits in tissue recanalization and/or reperfusion correlate with final lesion

volumes and functional outcomes to mimic clinical situations.

Despite positive preclinical evaluations, all new therapeutics for ischemic stroke have failed in
clinical trials (O’Collins et al., 2006). One limitation among others of current preclinical models is
that they are performed on anesthetized animals, at the time of stroke onset, treatment, and
functional readouts, especially when using in vivo brain imaging (Planas, 2010). To improve the
translation of findings to clinical settings, we postulate that preclinical evaluations should be
performed on awake animals, including during stroke onset, treatment and functional readouts.
Additionally, there is a need for more relevant functional readouts in preclinical models for

diagnosis and prognosis of ischemic stroke.

We previously generated and characterized a model of focal thromboembolic cerebral ischemia in

mice, initiated by the generation of a fibrin-rich clot formed in situ (Orset et al., 2007). Using this



model, we demonstrated that that gold standard thrombolytic therapy, rtPA, when infused early
after stroke onset (within the 90-minutes therapeutic window), led to beneficial effects on lesion
volumes and on some neuroscores (Orset et al., 2016). We also demonstrated the sensibility of the
model to the newly approved thrombolytic treatment, Tenecteplase (TNK), inducing beneficial
effect on lesion volume (Correa-Paz et al., 2024).

Anesthetics are well known to directly or indirectly modulate numerous pathways involved during
stroke including excitotoxicity, inflammation, brain metabolism, cerebral blood flow thus
influencing functional outcomes (Archer et al., 2017). Interestingly, our present model of
thromboembolic stroke performed awake, exhibits most clinical features, allowing reperfusion with
rtPA and functional brain imaging. Indeed, this model is compatible with several modalities of
awake in vivo brain imaging, such as MRI and ultrasound imaging. Especially, our data using
ultrasound imaging revealed that early measurement of either resting state brain connectivity or
measuring hyperemia induced by whisker stimulation could predict stroke severity and outcomes.
Using ultrasound imaging, we thus demonstrated the relevance of using functional in vivo brain
imaging paradigms to evaluate treatment efficacy. Indeed, we show here that resting-state
connectivity mapping can be used very early after stroke treatment (up to 10 minutes) to evaluate
stroke severity and treatment efficacy using a novel index called functional Midline Shift (fMLS).
We also demonstrated the use of neurovascular coupling induced by whisker stimulation to reveal

functional recovery 24 hours after stroke onset, including responsiveness to rtPA treatment.

Interestingly, in clinical practice, anatomical Midline Shift (MLS) is observed on MRI or CT scans
as the displacement of brain structures from their normal midline due to edema or hemorrhage. In
cases of ischemic stroke, an MLS greater than 3 mm is associated with poor outcomes (McKeown
et al., 2022) and serves as a predictor of clinical prognosis in patients undergoing emergency
endovascular treatment (Xu et al., 2023) or surgical decompression (Tu et al., 2012). However,
anatomical MLS reflects physical displacement without providing insight into the functional impact
on brain activity or cognition. This limitation highlights the need for complementary functional
assessments to better understand brain connectivity and overall neurological status. We therefore

propose fTMLS as a new cognitive assessment tool that supplements existing evaluation methods.

Performing stroke in non-anesthetized mice has long been a goal in stroke research to eliminate the
confounding neuroprotective impact of anesthetics, improving the translational relevance of our
models. With our present model, we have achieved this goal. Our present experimental approach
combines a reproducible animal model of stroke induced by in situ thrombin injection, which
generates a thrombin-rich clot (Orset et al., 2007), with a method that eliminates the effects of
anesthetics. Additionally, it could be adapted to a model induced by the local application of FeClI3,

resulting in platelet-rich clot formation (Karatas et al., 2011). This opens up possibilities for
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preclinical research to test new therapeutic strategies across different stroke etiologies in patients.
One remaining limitation is the surgical approach involving a small craniectomy to induce in situ
clot formation. The recently proposed tMPS model by the group of C. ladecola could address this
issue if combined with our in vivo brain imaging procedures, including functional readouts (Marks
et al., 2024).

Conclusion

In summary, we present a model of thrombotic stroke in the distal middle cerebral artery territory
that leads to reproducible cortical infarcts, can be performed in awake mice, responds to rtPA
reperfusion, and is compatible with in vivo brain imaging and neurofunctional recovery evaluations.
We hope this model and associated innovative readouts (including functional Midline Shift (fMLS))

will help bridge some gaps in modeling human stroke in preclinical settings.
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Supplementary 1: Thromboembolic stroke model in awake animals displays reduced lesion
volumes, and is sensitive to rtPA thrombolysis A- From left to right: Representative T2-weighted
images (7T MRI) 24 hours after MCAo. Spatial distribution of the ischemic lesion slice-by-slice
(ANESthetized (light gray) and AWAKE (dark gray) groups). Box plots presenting the quantification of
the lesion volumes (21.92 mm?® + 10.13 vs 16.01 mm® + 9.79, Student t-tests independent by groups,
p=0.03*). B- Box plots presenting the quantification of the lesion volumes (ANES-Saline vs ANES-rtPA
p=.01; AWAKE-Saline versus AWAKE-rtPA p=0.025*; ANES-Saline vs AWAKE-Saline p=0.35 (due
to our criteria of exclusion for which animals displaying partial or total recanalization before rtPA
treatment were excluded) ; ANES-rtPA vs AWAKE-rtPA p=0.32). Below the graph, representative T2-
weighted images (7T MRI) 24 hours after MCAo. C- Spatial distribution of the ischemic lesion slice-by-
slice (ANESthetized saline group (light gray), ANESthetized rtPA group (lightest gray), AWAKE saline
group (black), AWAKE rtPA group (dark gray)) B: bregma.
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Supplementary 2: Hemorrhagic transformation prevalence is increased in animals that underwent
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Supplementary 3: Neurovascular response 24 h after stroke onset is linked to the final ischemic
lesion in animals that underwent rtPA thrombolysis: A- Experimental setup for ultrasound
acquisitions. Awake mice are restrained the same way as the CBV monitoring. Whisker were stimulated
at 4Hz using a cotton swab. B- Method for averaging CBV increases in response to whisker stimulation.
Each activation phase was averaged to obtain a representative activation value per animal, from which
the basal level during the resting state was substracted. C, D- Relationship between the final lesion
volume and the vascular response to whisker stimulation, 24 h after stroke onset. Only rtPA-treated mice
with smaller lesion volumes showed improved vascular response to whisker stimulation (n=12 animals

per group, simple linear regression analysis).
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17.1. Contexte de I’étude :

Une compréhension approfondie de la microcirculation cérébrale peut étre nécessaire
pour évaluer les mécanismes de la perfusion, de I’angiogenése, les altérations vasculaires
et la réponse aux traitements. De nombreuses pathologies peuvent provoquer des
modifications du systéme circulatoire, comme les maladies neurodégénératives telles que
la maladie d’Alzheimer (Gama Sosa et al., 2010) et la maladie de Parkinson (Guan et al.,
2013), ainsi que des pathologies directement liées a aux vaisseaux comme les thromboses.
Un autre exemple de pathologie vasculaire importante est la maladie des petits vaisseaux

cérébraux, qui est la principale cause de déficience cognitive vasculaire (Joutel, 2020).

Disposer d’outils permettant une évaluation précise de la microcirculation est par
conséquent une nécessité pour la recherche sur les maladies vasculaires (Kolinko et al.,
2015).

En neurosciences, les techniques d’imagerie actuelles, telles que la microscopie
biphotonique ou I’angiographie par résonance magnétique, présentent certaines limitations,

notamment en termes de profondeur d’imagerie et de résolution spatiale.

L’ULM est une technique qui permet de surmonter ces contraintes. Elle offre une
résolution vasculaire proche du niveau capillaire permettant de cartographier des vaisseaux
de moins de 10 um de diameétre (Hingot et al., 2019) ainsi qu’une acquisition a travers

I’ensemble du cerveau du petit animal.

17.2. Objectifs de I’étude :

L’objectif principal de cette étude est de démontrer la faisabilité de ’'ULM 3D pour
I’imagerie cérébrale chez des souris éveillées, afin de cartographier le réseau vasculaire
cérébral a travers divers parametres. Nous avons également pour objectif de rendre
librement accessibles les techniques d’acquisition et de traitement des images obtenues,
dans une démarche de science ouverte, afin de faciliter leur adoption par la communauté
scientifique. En fournissant une méthode peu invasive et sans recours a I’anesthésie, cette

étude vise a offrir une alternative aux techniques existantes.

17.3. Principales méthodes utilisées :
Pour mener cette étude, nous avons collaboré avec le Laboratoire d’Imagerie
Biomédicale (LIB), notamment grace aux travaux du Dr. Olivier Couture et du Dr. Georges
Chabouh. Cette collaboration nous a permis de combiner ’expertise du LIB en imagerie

ultrasonore 3D par ULM, avec notre connaissance des modeéles animaux en neurosciences.
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Nous avons repris et adapté le protocole de préparation pour I’imagerie chez les souris

éveillées, préalablement développé, concrétisant ainsi possible son application.

/ 17.4. Principaux résultats \

v' L’acquisition par ULM 3D chez la souris éveillée a été réalisée avec succes et
s’est avérée reproductible.

v" Aucune exclusion n’a été nécessaire en raison de la qualité des images ou du stress
des animaux.

v Plusieurs parameétres ont été mesurés, notamment le diamétre des vaisseaux, la
vélocité du flux sanguin, la direction du flux, ainsi que la distinction entre veines
et artéres.

v Les paramétres d’acquisition ont été rendus accessibles via la plateforme Open-

3DULM.
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ABSTRACT

We present an open-source code for 3D super-resolution ultrasound imaging. Open-3DULM was applied to transcranial
imaging in habituated awake mice. Comparative analysis reveals that isoflurane anesthesia induces significant vasodilation
and higher cerebral blood flow compared to the awake state. This method could serve as a reference for developing new types
of 3D vascular quantifications, particularly emphasizing the importance of awake and 3D imaging for accurate cerebral blood
flow measurement in neuroscience research.

Ultrasound localization microscopy (ULM) is the leading technique for super-resolution ultrasound imaging!~ because it
excels in visualizing capillary-scale vessels within a variety of organs, including the human brain®, heart’, and kidneys®'°.
ULM is mostly implemented in 2D which represents various limitations such as user dependency, out of plane motion and
imprecise quantification'!. Volumetric ULM, or 3D ULM!>!4_ allows appropriate quantification of microbubbles'> and tissue
motion, along with organ-wide acquisitions within the time of a single contrast agent’s bolus (minutes).

To prevent pain, stress, and motion artifacts in animal imaging, animals are routinely scanned with various imaging
modalities, including ULM, under anesthesia, such as isoflurane. This anesthetic causes vasodilation, increasing blood vessel
size and altering flows!®. Natural physiology, stress response, and neuronal plasticity are altered with anesthesia, hindering the
translation of functional imaging. Consequently, the range of relevant biomarkers that could be faithfully extracted from ULM
is reduced. To address this need, we introduce 3D transcranial ULM on habituated, awake mice under stress-free conditions,
eliminating the need for anesthesia before imaging'”. We compare the results of awake ULM to those obtained from the same
mice under isoflurane anesthesia.

Moreover, we also report on Open-3DULM, an openly available algorithm for a full 3D ULM reconstruction from
beamformed 3D ultrasound data. Previously, an open-source reconstruction algorithm of 2D ULM has been developed and
exploited by several laboratories (PALA'®). To extend in the third dimension and adapt to the new challenges linked to data size,
3D localization, and 3D tracking, we propose a Python algorithmic pipeline accessible to a wide range of users. Additionally,
we provide beamformed data from brain acquisitions and results to help the users compare to their home-built 3DULM pipeline.
Open-3DULM was also optimized for data processing speed through CPU parallelization.

We performed in-vivo 3D transcranial ULM of the mice brain in awake and anesthetized states (N=5 per group). Sup-
plementary Fig.4a shows the schematic of the experimental setup (the detailed awake protocol can be found in the Methods
section). Habituation was performed during four consecutive days before the 3D ULM experiment to ensure a stress-free
environment for awake imaging. The mice are first placed in a housing, and a 3D-printed mounting plate was attached to
the skull with adhesive, allowing it to be securely fastened into the stereotaxic frame, which ensures no head motion for
subsequent imaging. As highlighted in a previous study'?, a 4-day habituation period was enough to ensure that the mice return

148




149

to a stress-free state and they are then ready for imaging experiments. Once the head was mounted on the stereotaxic frame,
mice first undergo 3D ULM acquisition in an entire awake state for 5 continuous minutes at a volume rate of 250 Hz. This
acquisition was followed by another 3D ULM acquisition in an isoflurane-anesthetized state for 5 minutes. The Open-3DULM
was applied on 3D ultrasound data that were acquired and beamformed into Brightness mode (B-mode) with a delay and sum
algorithmm, i.e. pixel size of [98.5, 150, 150] micrometers. Beyond the dataset shared with this article (section Code and Data
availability), the shared algorithmic pipeline consists of several steps that can be applied to any 3D ultrasound data acquired
in-silico, in-vitro, and in-vivo with microbubble injection. First, each volume sequence undergoes filtering to eliminate global
tissue motion and skull signals and enhance microbubble signals. Tissue clutter removal was achieved by removing the first 12
among 200 singular vectors using singular value decomposition (SVD) on beamformed 3D data'-2!. Following the extraction
of local maxima, sub-wavelength localization of the microbubbles was performed through radial symmetry algorithm'®. Finally,
the tracking step uses an open-source classical particle tracking algorithm ’simpletracker’®* adapted to Open-3DULM. After
generating the tracks of individual microbubbles, 3D density i.e. count of mcirobubbles per pixel and mean velocity maps are
created for visualization and quantification purposes. These maps enable the measurement of various 3D ULM metrics, which
can be used to assess a range of physiological and pathological biomarkers.

Fig.1a and b show the 3D ULM density rendering of the brain microvasculature in awake (left) and isoflurane (right) states
with the same track number and a zoom on the right upper cortex in Fig.1 ¢ and d. Skeletonization of the vessels was also
performed to facilitate the measurements of their diameter. As shown in Fig.1 e (awake) and f (isoflurane), most vessels in the
whole brain are enlarged under anesthesia, as already highlighted in previous studies'®23. Finally, 3D ULM velocity maps
were also projected on the vessel skeletons. Faster blood velocities were observed in the isoflurane state (Fig.1h) compared to
awake (Fig.1g). Overall, the increase in vessel diameter and blood velocity indicates a an overall elevation in cerebral blood
flow (CBF) consistent with previous findings using 2D ULM!7,

For quantification, the vessel area was defined as the number of voxels occupied by a detectable vessel. This metric
showed significant differences between the two groups (p-value < 0.01), i.e. a lower vessel area for awake 3DULM (Fig2a-c).
Vessel segmentation was achieved thanks to the identification of key vascular structures by two radiologists. Thanks to the
Open-3DULM capabilities (Fig.3), selecting a major vessel automatically included all connected branching vessels irrespective
of their spatial conformation. Fig.2 highlights various regions of interest (ROIs), including arteries and veins identification.
For each ROI, we present the Open-3DULM density map alongside the skeletonized data, detailing the diameter and velocity
of each branch. Additionally, two boxplots are generated per vessels region to compare the average branch diameter and
velocity between the awake and isoflurane-anesthetized states. The results reveal that all selected veins exhibit significantly
reduction in vessel size and velocity in the awake state (purple) compared to under isoflurane (blue) (Region 1, 3 and 5 upward).
Interestingly, unlike the 2D ULM study'”, which found no significant changes in arterial measurements, our 3D analysis shows
that some arteries also experienced reductions (region 3). Finally, supplementary Fig.5 demonstrates the robustness of our
findings, showing consistent results for vessel size (Fig.5a) and average velocity (Fig.5b) across five different mice.

Opverall, experiments on awake habituated animals showed drastic differences in blood flow patterns in the animal brain
concerning their anesthetized counterpart. These differences were effectively captured using Open-3DULM, which optimizes
quantification in the preclinical setting. The Open-3DULM could become the standard platform to convert any 3D ultrasound
acquisition with contrast agents into an in-vivo super-resolution microscope.

Online content

Data Availability
370 blocks of B-mode 3D cineloop for awake state was shared with this publication. Due to the large size of the dataset (2.5
Tb), the remaining data will be shared upon request.

Code Availability
(at publication) All codes are available under the Open-3DULM pipeline presented on GitHub.
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Methods

Animals

All experiments were performed in compliance with the European Community Council Directive of September 22, 2010
(010/63/UE) with ARRIVE guidelines and approved by the protocol APAFIS #35158 validated by the French ethics committee
“Comité d’éthique Normandie en matiere d’expérimentation animale”. Accordingly, the number of animals in our study was
kept to the minimum following the 3Rs (reduce, refine, and replace) guidelines. Experiments were performed on N = 5 male
(aged 5-7 weeks) Swiss mice (Janvier Labs), weighing 3040 g at the beginning of the experiments. Animals (housed two per
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cage) arrived in the laboratory one week before the start of the experiment. They were maintained under controlled conditions
(21 °C, 50-60 % relative humidity, 12/12h light/dark cycle, food and water ad libitum). All animals included in this study were
untreated and were used randomly in the various experiments.

Awake protocol condition

Skull cap fixation

Mice were first anesthetized with isoflurane (induction at 5%, maintenance between 1.5% and 2%) in a gas mixture of N20/O2
(70%/30%) and given buprenorphine (0.1 mg/kg, subcutaneous) for pain relief. The animals were then placed in a stereotaxic
frame, keeping their temperature constant at 37°C using a temperature-controlled heating pad. After cleaning and locally
anesthetizing the area with Xylocaine (subcutaneous), an incision was made to expose the skull for the attachment of the skull
cap (Fig. 4a). The skull cap, a 3D-printed PLA structure with an imaging window of 2 cm X 1.5 cm, was then affixed. The
skull surface was treated with hydrogen peroxide and 70% ethanol, followed by a primer which was rinsed with saline. The
skull cap was secured in place using dental cement'®,

Habituation

After a 3-day recovery period, a 4-day habituation protocol was implemented to ensure the mice remained still during the
ultrasound imaging sessions. Each day, the mice were placed in the housing for progressively longer duration to acclimate
them to the restraint conditions. We selected a 4-day habituation period based on prior research involving functional magnetic
resonance imaging (fMRI) in mice!?. In this study, they demonstrated that after 4 days, mice exhibited normalized heart rates,
respiratory rates, and corticosterone levels, indicating a return to a stress-free state.

Catheter placement

To avoid the effects of isoflurane anesthesia on ultrasound imaging, the catheter was placed a day in advance. The day before
ultrasound imaging, the mice were anesthetized with isoflurane (5% induction, 1.5%-2% maintenance) in a gas mixture of
N20/02 (70%/30%). They were given buprenorphine (0.05 mg/kg, subcutaneous) for pain relief and then positioned in a
stereotaxic frame within their housing. A regulated heating pad kept their body temperature stable at 37°C. A catheter was then
inserted into the tail vein and secured with adhesive tape to enable intravenous (IV) injections of microbubbles.

Preparation for imaging

The animals were secured in a small animal stereotaxic frame (David Kopf stereotaxic instrument, Tujunga, CA, USA). Imaging
was first performed on awake animals, followed by applying an anesthesia mask delivering a mixture of isoflurane (2%)
and nitrous oxide. Heart and respiratory rates were continuously monitored to maintain stable anesthesia (Labchart, AD
Instruments). Two milliliters of saline were gently applied to the brain, preserving the dura mater’s integrity, and followed
by ultrasound gel (Neo Jelly US, France). The ultrasonic probe was then precisely positioned using the stereotaxic electrode
manipulator (0.1 mm resolution, David Kopf stereotaxic instrument) fitted with a custom 3D-printed probe holder.

Microbubble contrast agent injections

During the 5-minute imaging period, 25 nL of SonoVue microbubbles, prepared using the standardized clinical protocol, were
injected into the tail vein catheter every minute, resulting in a total volume of 150 pL. To prevent the microbubbles from floating
to the top of the syringe, gentle agitation was achieved using two magnets, one placed inside the syringe and one outside. If the
microbubbles solution became clear, the syringe was replaced at least once during the imaging session.

3D ultrasound imaging

Ultrasound data was acquired using a single Verasonics 256-channel research scanner (Kirkland, USA) coupled with a 1024-
elements matrix probe from Vermon (Tours, France) with a central frequency of 7.8 MHz and 56% bandwidth at -6 dB. The
probe connected to the Vantage 256 system through a Verasonics UTA 1024-MUX adapter. The imaging protocol employed
an ultrafast sequence of five plane waves, oriented at +5° in both elevation and lateral directions, with a maximum pulse
repetition frequency (PRF) of 16 kHz. Each pulse was a 2-cycle emission at 67% duty cycle, driven at 10 volts, producing a
Peak Negative Pressure (PNP) of 298 kPa and a mechanical index (MI) of 0.1. The probe was divided into four 256-element
panels, and during transmission, each panel received signals from its neighboring panels, requiring ten emissions per angle'.
Five hundred sequences, each containing two hundred continuous volumes at 250 Hz, were recorded over approximately four
minutes, resulting in about 250 GB of data. Each block required approximately 0.5 seconds to be saved continuously. The
acquired volumes were sampled with a 50% bandwidth.

3D beamforming

The data were then reconstructed with a classical delay and sum beamforming? on a [98.5, 150, 150] um grid, before reaching
the final 3D ULM resolution of [9.85, 9.85,9.85] um.
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Statistical analysis

Statistical analyses were conducted to compare brain regions between awake and isoflurane-anesthetized states, utilizing a
non-parametric Mann-Whitney test in GraphPad Prism 9 software. The significance levels of the findings are reported as
follows: ns =P > 0.05, x = P < 0.05, xx = P < 0.01, x%%x = P < 0.001, x %%+ = P < 0.0001.

Open 3DULM: Algorithm
Clutter filter
After obtaining a 3D ultrasound data and beamformed into Brightness mode (B-mode) volumes, the first step of the Open

3DULM algorithm is to remove the tissue signal, tissue motion as well as the skull signal to enhance microbubbles signal.

Clutter filtering was performed using the Singular Value Decomposition (SVD) technique'-2'. The user could specify the
number of singular vectors to remove. In this study, we removed 12 out of 200. This threshold was empirically determined and
applied uniformly across all animals.

Localization

The second step in the Open-3DULM algorithm was the localization of the Point Spread Function (PSF) of the microbubbles.

We specified the number of microbubbles (number_of _particles') present in one volume at a specific frame. In this work, we
set this parameter to 900. The 3D full-width-half-maximum (’fwhm’) of the PSF for the microbubbles was defined as fwhm
= [5x 5 x 5] as data was beamformed at half of a wavelength in all directions. We used fwhm = [5 x 5 x 5]. After selecting
the number of microbubbles per frame and the PSF size, the algorithm localized the regional maxima of the filtered data
(3D+time) by applying the ‘maximumFilter’ function from ’scipy.ndimage’, arranging the pixels from the highest intensity
value to the lowest. To ensure that the high-intensity pixels were likely to be microbubbles, the algorithm computed the
local Signal-to-Noise Ratio (SNR) within a user-defined patch size (’patch_size’). In this work, the patch size was set to
[7 x 7 x 7] to consider an area larger than the microbubble spot (fwhm). We also specified the minimum SNR (’min_snr’)
for an accepted microbubble PSF and the number of local maxima within the chosen patch (’nb_local_max’). The algorithm
selects the (‘number_of_particles") meeting the minimum SNR and ('nb_local_max’) conditions, starting with the localized
microbubbles with the highest SNR.

Sub-wavelength localization

For each localized PSF within the patches, 3D radial symmetry'> was employed to pinpoint the microbubble’s position
with sub-wavelength precision. A ’localization’ matrix was then generated, containing five columns: the local SNR of the
microbubble, the z, x, and y positions, and the frame number.

3D tracking
Once the subwavelength localization step was completed, the "localization’ matrix was sent to the 3D tracking final step in the
Open-3DULM algorithm. The 3D tracking algorithm is a library Python-adapted (’PeasyTracker’) version of the open-source

*SimpleTracker’®*. 1t uses the Hungarian algorithm to minimize the Euclidean distance between points in consecutive frames.

Table 1 summarizes the localization and tracking parameters, their explanations, and the values used in this work. The
interpolation step was done using the ’interp’ function from the Numpy library with an interpolation factor of 1 over the
resolution factor "res’ that should be defined by the user. Here, we used a factor of 10 (res = 10). Finally, the 'tracks’ structure
was then computed with all the tracks, i.e. the raw and the interpolated ones.

Open 3DULM: Image analysis

Once the tracks are generated, they were used to create a 3DULM density rendering (output_density), which was a 3D matrix
where each voxel’s value represents the number of times a track passed through that voxel. Additionally, the tracks were used
to create 3DULM velocity maps, including the norm of the 3D velocity (output_velocity) and the velocity with directionality
(output_directivity), indicating upward and downward velocity direction in the axial z direction. Open-3DULM rendering were
computed by loading the output_densiry into Amira (Amira 2019 software, FEI) and using the Volume Rendering function for
3DULM density rendering. To skeletonize the vasculature®®, a Gaussian filter (o = [1, 1, 1] px) was first applied, followed by
the ’auto-skeleton’ function in Amira (Figure 2e and f). For 3D velocity rendering, output_velocity was loaded into Amira and
used as a colormap on the skeletonized structure (Figure 2g and h).
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Table 1. Open-3DULM: 3D localization and tracking parameters to be defined by the user

Open-3DULM parameters Explanation Values adopted in this work
SVD filtering ([min_svd_value max_svd_value]) | The range of accepted singular values 12-200
Bandpass filter ([left_cutoff_bandpass The lower and upper-frequency bounds not applied in this work

right_cutoff_bandpass]) and the order
(filter_order)

Full-width-half-maximum (fwhm) The size of the PSF of the microbubbles 3x3x3

Patch size (patch_size) The size of the 3D kernel where the local Tx7Tx17
SNR is computed

Minimum SNR (min_snr) The minimum SNR value for a 9
microbubble to be accepted

Number of local maxima in the patch The maximum number of allowed 10

nb_local_max microbubbles inside a patch

Number of particles (number_of_particles) The number of microbubbles to be 900
localized in every frame

Maximum Velocity (mm/s) (max_velocity) Maximum velocity in mm/s, which is 30 mm/s

converted into the maximum linking
distance, i.e., the maximum allowed
distance travelled by a particle between
two frames

Max Gap Closing (max_gap_closing) The maximum number of frames that the | 0
microbubble is allowed to disappear and
reappear

Minimum Length (min_length) The minimum number of frames a 9
microbubble must be tracked for it to be
accepted

Resolution factor (res) The hypothetical super-resolution factor 10
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regions. ¢: Boxplot of vessel area metric showing greater vessel occupancy in isoflurane state. Five regions of interest include
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Figure 3. 3D automatic segmentation of vasculature using Open-3DULM and AMIRA (Amira 2019 software, FEI):
The watershed-like 3D vascular structure of Open-3DULM enables automatic segmentation of vessels, identifying the
connections between branches and the main vessel. a Region 3 (Ach: anterior choroidal artery); Dlth (dorsolateral
hypothalamus) and b Region 4 (MCA: middle cerebral artery).
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Figure 4. Setup for awake mice ultrasound imaging: a 3D printed structure and housing for habituated awake mice, and b
3D printed PLA skull cap for secure attachment to the stereotaxic frame during ultrasound imaging.
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Figure 5. General quantification differentiates the awake from the anaesthetized (isoflurane) groups: Average ROI a
radius measurement and b average velocity measurement in awake versus isoflurane-anesthetized mice (N=5 mice per group)
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18. Article 2 :

rtPA-loaded fucoidan polymer microbubbles
for the targeted treatment of stroke

Louise Fournier, Myriam Abioui-Mourgues, Georges Chabouh, Rachida Aid, Thibault De

La Taille, Olivier Couture, Denis Vivien, Cyrille Orset, et Cédric Chauvierre

Publié dans Biomaterials

18.1. Contexte de I’étude :
Malgré les progres réalisés et ’'investissement de la recherche sur ’AVC, un

nombre insuffisant de patients ont accés a un traitement apres un AVC ischémique aigu.
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Actuellement, seule la thrombolyse intraveineuse au rtPA, associée ou non a la
thrombectomie, est approuvée par la FDA (Mazighi et al., 2009 ; Berkhemer et al., 2015).
Diverses stratégies de recanalisation sont en cours de recherche et développement pour

pallier cette limite.

Ces stratégies incluent le développement de mutants du rtPA afin d’augmenter sa
demi-vie ou de réduire ses effets secondaires, mais peuvent aussi porter sur 1’optimisation

de la forme galénique du thrombolytique.

Actuellement, I’Altéplase est administré sous sa forme libre, se diffusant
passivement dans la circulation jusqu’a atteindre le thrombus au site d’occlusion. Or, il est
envisageable de cibler directement le site d’occlusion grace a un vecteur nanoparticulaire,

permettant une administration plus ciblée.

Avec le progres de la nanotechnologie, un intérét s’est développé pour intégrer la
nanomédecine a la thérapie thrombolytique afin de traiter les événements thrombotiques
aigus. Les approches nanomedicales pour une fibrinolyse ciblée pourraient améliorer les
résultats cliniques en optimisant les traitements actuels, notamment lorsque les
interventions endovasculaires ne sont pas disponibles ou recommandées, comme dans le

cas des occlusions des petits vaisseaux ou de la circulation postérieure.

L’administration localisée de thrombolytiques par nanomédecine pourrait permettre
des taux de recanalisation supérieurs tout en réduisant les complications hémorragiques.
Dans un contexte de traitement optimal, une combinaison synergique des méthodes
endovasculaires et des nanothérapies pourrait représenter une approche plus précise pour

la prise en charge des pathologies thrombotiques.

L’encapsulation des fibrinolytiques et leur administration vectorielle offrent
plusieurs avantages : protection contre les inhibiteurs circulants (comme PAI-1 pour le
tPA), augmentation de la demi-vie sanguine, amélioration de I’efficacité thrombolytique a
faible dose, et diminution des effets secondaires. Des études récentes ont montré que des
nanotransporteurs tels que les liposomes, les nanoparticules polymérigues ou inorganiques,
les nanotransporteurs bio-inspirés et les microbulles présentent des avantages pour la
thérapie thrombolytique, seuls ou combinés a des techniques comme les ultrasons ou des
forces magnétiques. Parmi ces approches, la sonothrombolyse avec des microbulles
lipidiques et du rtPA intraveineux fait déja 1’objet d’essais cliniques, montrant des

améliorations prometteuses (Nacu et al., 2015).



Pour développer un vecteur optimal pour la délivrance de médicaments, celui-ci
devrait présenter des caractéristiques telles que la biocompatibilité pour une translation
clinique rapide, la capacité a cibler les thrombi pour une recanalisation efficace, et
idéalement une capacité d’imagerie pour créer un outil théranostique combinant diagnostic

et thérapie.

Le développement de nouvelles stratégies utilisant des fibrinolytiques, couplées a
la nanomédecine pourrait donc représenter une avancée prometteuse dans le traitement des

AV C ischémiques.

18.2. Objectifs de I’étude :

Le principal objectif de cette étude est de caractériser une nouvelle stratégie
d’encapsulation et de délivrance ciblée d’un médicament thrombolytique pour traiter
I’AVC ischémique. Des travaux antérieurs ont démontré I’efficacité de la délivrance ciblée
de rtPA via des nanoparticules polymériques ou de polysaccharidiques (Ma et al., 2021).
Cette étude cherche a ajouter de la valeur a ces vecteurs en utilisant des microbulles visibles
en imagerie ultrasonore, pouvant également faciliter la destruction mécanique du caillot

par sonothrombolyse.

L’objectif est de développer des microbulles stables et biocompatibles pour

encapsuler le rtPA, cibler les thrombi, et ainsi réduire la dose nécessaire de thrombolytique.
18.3. Principales méthodes utilisées :

Le vecteur choisi est constitué de microbulles, déja utilisées comme agents de
contraste en imagerie ultrasonore clinique (Sonovue). Leur développement et production
ont été réalisés par le Dr. Louise Fournier durant ses travaux de thése, sous la supervision
du Dr. Cédric Chauvierre, du laboratoire LVTS (Inserm U1148).

Les microbulles sont formées par copolymérisation de cyanoacrylate d’isobutyle
(un monomere), et de fucoidane (un polysaccharide sulfaté), autour d’un gaz biocompatible
et échogeéne : le perfluorobutane. De la rhodamine y a également été incorporée pour suivre

la biodistribution des microbulles aprés administration chez la souris.

Le fucoidane, en raison de sa similitude avec le ligand naturel (PSGL-1) de la p-

sélectine, permet un ciblage efficace du thrombus, cette derniere étant une protéine
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d’adhérence exprimée par les plaquettes et I’endothélium activés. Cette propriété fait du
fucoidane un bon agent de ciblage, actuellement en cours d’étude clinique en tant qu’agent

de diagnostic de la thrombose (Fucoidan-DVT).

Une fois les microbulles stables obtenues et caractérisées, le rtPA a été incorporé,
et son activité a éte testée in vitro. La capacité de ciblage des microbulles chargées en rtPA
a €té évaluée par microfluidique, et leur efficacité thrombolytique a été testée in vivo chez
la souris, utilisant un modele d’occlusion de I’ACM par injection de thrombine, générant

un caillot riche en fibrine, sensible au rtPA.

Les lésions ischémiques, les éventuelles transformations hémorragiques, ainsi que
la perméabilité de lal BHE ont été évalués par IRM 24 heures aprés le traitement. La
clairance des microbulles a été anlysée post-mortem par imagerie NIRF (« Near-Infrared

Fluorescence »).

/ 18.4. Principaux résultats \

v Les microbulles ciblent efficacement la p-sélectine.

v" Les microbulles chargées en rtPA ont montré une stabilité sur plusieurs
jours.

v Le traitement par microbulles chargées en rtPA a permis de réduire de plus
de 50 % le volume de la lésion par rapport au rtPA libre administré a la
méme dose chez 16 souris.

v Ladose de rtPA nécessaire a été réduite d’un facteur 10, tout en maintenant
une efficacité thrombolytique.

v" Aucun effet secondaire, tel que les hémorragies, une rupture de la BHE ou

\ un comportement anormal des animaux n’a été observé. /
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Systemic injection of thrombolytic drugs is the gold standard treatment for non-invasive blood clot resolution.
Microbubbles The most serious risks associated with the intravenous injection of tissue plasminogen activator-like proteins are
F}lc‘?idfm_ the bleeding complication and the dose related neurotoxicity. Indeed, the drug has to be injected in high con-
:}K:;zll};:: centrations due to its short half-life, the presence of its natural blood inhibitor (PAI-1) and the fast hepatic
Targeted thrombolysis clearance (0.9 mg/kg in humans, 10 mg/kg in mouse models). Overall, there is a serious need for a dose-reduced
Stroke targeted treatment to overcome these issues. We present in this article a new acoustic cavitation-based method

for polymer MBs synthesis, three times faster than current hydrodynamic-cavitation method. The generated MBs
are ultrasound responsive, stable and biocompatible. Their functionalization enabled the efficient and targeted
treatment of stroke, without side effects. The stabilizing shell of the MBs is composed of Poly-Isobutyl Cyano-
acrylate (PIBCA), copolymerized with fucoidan. Widely studied for its targeting properties, fucoidan exhibit a
nanomolar affinity for activated endothelium and activated platelets (P-selectins). Secondly, the thrombolytic
agent (rtPA) was loaded onto microbubbles (MBs) with a simple adsorption protocol. Hence, the present study
validated the in vivo efficiency of rtPA-loaded Fuco MBs to be over 50 % more efficient than regular free rtPA
injection for stroke resolution. In addition, the relative injected rtPA grafted onto targeting MBs was 1/10th of
the standard effective dose (1 mg/kg in mouse). As a result, no hemorrhagic event, BBB leakage nor unexpected
tissue distribution were observed.

stroke is expected to continue to increase in the coming years due to the
aging of global population and the increase of risk factors such as high
blood pressure, diabetes, and obesity. In medical terms, ischemic stroke
is defined as the obstruction of vasculature in the brain caused by a

1. Introduction

The global burden of cardiovascular diseases (CVD) places them as
the leading cause of mortality around the world. Among them, throm-
botic diseases including ischemic heart disease and stroke are the most
prevalent and described as the main cause of disability [1]. Every year,
15 million new cases of stroke are reported according to the World
Health Organization (WHO). The prevalence of stroke increases with
age, with the highest rates typically occurring in people over the age of
75. Stroke is also more common in women, and is more prevalent in
certain regions of the world, such as Southeast Asia and sub-Saharan
Africa, compared to other regions [2]. Overall, the prevalence of

* Corresponding author.
E-mail address: cedric.chauvierre@inserm.fr (C. Chauvierre).
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thrombus. Those blood clots are highly heterogenous and composed of a
variety of cell types [3] including erythrocytes, immune cells and
platelets, with the addition of Von Willebrand Factor (VWF) and
Neutrophil Extracellular Traps (NETs), tied together by a strong fibrin
mesh [4]. Physiologically needed to repair impaired vessel walls, their
pathological formation and their circulation in the bloodstream can lead
to flow obstruction and distal tissue ischemia if the vessel recanalization
is not quickly supported. Patients undergoing stroke events are treated
with the gold standard systemic injection of a thrombolytic drug [5] in
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Abbreviations

BBB Blood Brain Barrier

BCA Bicinchoninic Acid Assay

CMDex CarboxyMethyl Dextran

CVD CardioVascular Disease

DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle Medium

ESEM Environmental Scanning Electron Microscopy

FIB Focused Ion Beam

FTIR Fourier-Transform InfraRed spectroscopy

GA Gadoteric Acid

HUVEC Human Umbilical Vein Endothelial Cell

LDH Lactate DeHydrogenase

MB Microbubble

MCA Middle Cerebral Artery

MI Mechanical Index

MTT 3-(4,5-dimethyl-2thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium
bromide

NET Neutrophil Extracellular Trap

PAI-1 Plasminogen Activator Inhibitor-1
PFA ParaFormAldehyde

PFB PerFluoroButane

PIBCA  Poly-IsoButyl CyanoAcrylate

PRF Pulse Repetition Frequency
PSGL-1  P-Selectin Glycoprotein Ligand 1
RBC Red Blood Cell

ROI Region Of Interest

rtPA recombinant tissue Plasminogen Activator
SD Standard Deviation

TX Texas Red

us UltraSound

VWF Von Willebrand Factor

WB Working Buffer

WHB Whole Human Blood

WHO World Health Organization

WL White Light

3T3 Fibroblasts

order to disassemble the fibrin mesh. There are several different types of
“clot busters” used depending on their application (myocardial infarc-
tion, pulmonary embolism, stroke ...) but they are mainly plasminogen
activators like (Alteplase: rtPA, Reteplase: rPA, Tenecteplase: TNK) [6].
Indeed, this serine protease is naturally present in the body [7] allowing
the cleavage of plasminogen into plasmin, responsible for fibrin degra-
dation in homeostatic regulation. This thrombolytic injection can also be
associated to mechanical thrombectomy [8] with the limitation of it
being an invasive procedure. In addition, the systemic injection of the
thrombolytic drug brings several drawbacks like hemorrhagic trans-
formation [9] and neurotoxicity [10] with a recanalization rate below
50 % [11]. To overcome those issues, the strategy to encapsulate rtPA
has been explored with different carriers from nanoparticles [6] to
microbubbles [12] with the common objective to reduce drug doses and
improve the treatment efficiency. Besides drug encapsulation, nano-
medicine is also focusing on targeted drug delivery on identified bio-
markers. In thrombotic diseases, they are mainly described on activated
platelets [13] with P-selectins, GPIIb/Illa integrins and phosphati-
dylserines or with circulating molecules like Factor XIII, VWF and fibrin
[6]. We focused here on the highly specific interaction between
P-selectins expressed on activated platelets or activated endothelium
[14] and a sulfated polysaccharide: the fucoidan [15,16]. Indeed,
fucoidan has been studied for a few decades because of its structural
similarities with PSGL-1 (P-Selectin Glycoprotein Ligand 1) [17], natu-
ral ligand of P-selectins. Fucoidan nanomolar affinity [17] for P-selec-
tins, makes the fucoidan a very promising targeting agent for thrombotic
diseases and already showed its performance in vivo [18,19] and is
already in clinical trials [20]. The present strategy relies on polymer
microbubbles (MBs) for their carrier ability but also their imaging
property and treatment enhancement perspectives. Indeed, micro-
bubbles are widely used as clinical contrast agent (Definity®, Sonovue®
...) for US imaging due to their intrinsic echogenic properties [21] and
have also been of main interest for the development of sonothrombolysis
[22]. Also compared to nanoparticles and smaller systems [23], their
micrometric size suggests a similar behavior in the blood compartment
as erythrocytes and limits their extravasation [24]. We present in this
work, the innovative synthesis of polymer microbubbles via acoustic
cavitation recently patented (PCT/FR2022/050309). Indeed, the use of
US for MBs generation was only used for protein shelled MBs [25] oras a
side step for lipid shell MBs [26]. This new method improved the yield of
polymer MBs synthesis and reduce the synthesis time by three compared
to standard polymer MBs synthesis with hydrodynamic cavitation.
Functionalized with fucoidan as a targeting agent and rtPA-loaded,

these fully competent MBs were studied for the targeted treatment of
stroke (Fig. 1). We characterized these new MBs in terms of stability,
biocompatibility, echogenicity, targeting property and thrombolytic
activity. Then, in order to validate the efficacy of the treatment, we
performed a mouse stroke model and compared gold standard treatment
to drug-loaded targeted MBs by measuring the ischemic lesion reduction
after 24 h with MRI imaging. Overall, this paper gives interesting per-
spectives for the use of drug-loaded targeted polymer MBs for the
treatment of thrombotic diseases.

2. Materials and methods

Materials: Isobutyl cyanoacrylate (IBCA) monomers were purchased
from Afinitica Technologies (Barcelona, Spain). Carboxymethyl dextran
40 (CMDex) was provided from TdB Labs (Uppsala Sweden). Sulfated
polysaccharide fucoidan (Mn = 18 kDa Mw = 104 kDa) was obtained
from Algues et Mer (Ouessant, France). Surfactant Tween 20 was pur-
chased from Sigma Aldrich as well as the Rhodamine B fluorochrome.
Perfluorobutane (PFB) was obtained from F2 Chemicals (Preston, UK).

2.1. Polymer MBs synthesis

Poly-isobutyl cyanoacrylate (PIBCA) microbubbles were obtained
from the anionic polymerization of IBCA monomer at the water gas
interface. Briefly, 50 ml of an aqueous solution was prepared with HCI 1
M to reach a pH of 2.5. This solution was saturated with perfluorobutane
for 10 min and put into a freezer for 15 min to cool it down. Meanwhile,
700 pl of IBCA solution was loaded into a 1 ml syringe and placed onto a
syringe pump (AL-300, World Precision Instrument, Florida, USA). The
aqueous solution was then placed on ice, under the microtip of the
Sonifier (SFX 550, BRANSON Ultrasonic Corp, Danbury, USA) so the tip
is centered and half of a centimeter plunged into the aqueous solution.
The organic solution and the PFB tank were connected into the aqueous
solution with polyethylene catheters (Bioseb Lab Instrument, Salon de
Provence, France). Just before the insonation, 500 pl of Tween 20
detergent was added drop by drop into the aqueous phase. The Sonifier
was turned on for 20 min at 30 % of amplitude and the IBCA was injected
at a controlled speed of 0.45 ml/min. For the MBs containing poly-
saccharide, 1 g (2 % w/w) was dissolved at the first step of synthesis into
the aqueous solution giving fucoidan MBs (Fuco MBs) or carboxymethyl
dextran MBs (CMDex MBs) used here as a non-targeting polysaccharide
control. Similarly, for the fluorescent MBs, 500 pg of Rhodamine B was
added in the first step of the aqueous phase preparation.
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Fig. 1. Graphical abstract of functionalized MBs for the treatment of stroke. MBs are composed of a stable poly-isobutyl cyanoacrylate (PIBCA) shell with a per-
fluorobutane (PFB) gas core enabling US imaging. Their functionalization was validated for P-selectin targeting with fucoidan and for thrombolytic activity with
recombinant tissue Plasminogen Activator (rtPA) loading. After in vitro validation, rtPA-loaded targeting MBs were injected in a mouse stroke model to improve
thrombolysis recanalization compared to systemic injection of the drug. Fucoidan targeting onto activated platelet P-selectins allowed a specific delivery of rtPA to
induce local fibrin degradation. The targeted delivery improved the treatment outcome by reducing the infarcted area after 24 h as observed with MRI imaging.

The obtained foam was centrifuged 3 times at 0.1 g in 50 ml falcon
tubes for 20 min, and a solution of 0.02 % Tween 20 was used to
resuspend the floating MBs. MBs are then filtered through a 5 pm sieve
using a sieve shaker. The obtained suspension was stored at 5 °C in a
0.02 % Tween 20 solution. For all experiment requiring fluorescence
microscopy visualization, MBs were labelled with Rhodamine B.

2.2. MBs concentration, size and zeta potential measurements

MBs concentration is expressed in MBs/ml and measured with image
analysis. Briefly, a diluted suspension of MBs was injected into a
Malassez cell and imaged with an optical microscope (10x objective,
Axio Observer, Zeiss). Counting was performed with ImageJ thresh-
olding of MBs signal allowing an evaluation of the mean concentration
with count extrapolation. MBs’ size was measured with a Mastersizer
3000 (Malvern Instruments, UK), in water and flow speed of 1500 rpm.
For each sample the 10th, 50th and 90th percentile of size in volume
(Dv10; Dv50; Dv90) were collected. The measurements were repro-
duced over the weeks to validate the shelf stability. Zeta potential was
measured with electrophoretic light scattering method (Nano ZS, Mal-
vern Instrument, UK). Briefly, MBs were diluted to 1/10 in a KCl 1 mM
solution and added to the chamber allowing surface charge measure-
ment, each sample was measured three times and averaged.

2.3. FTIR analysis

Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) spectrums were
measured using a Thermo Nicolet AVATAR 370 FTIR spectrometer
(Thermo Electron Corporation, Waltham, MA). The lyophilized samples
were blended with KBr (1 % mass) and compressed to obtain a pellet.

Transmission spectra were acquired between 4000 cm ' and 400 em L.

2.4. Confocal imaging and Scanning Electron Microscopy

Confocal imaging was performed with Zeiss LSM 780 microscope in
phase contrast or filtered for Rhodamine B MBs observation. Environ-
mental Scanning Electron Microscopy (ESEM, Philips XL30, ESEM-FEG,
Amsterdam, Netherland) images were performed with the following

parameters: HV 10 kV, WD 13.7 mm, pressure 2.5e 4 Pa and magnifi-
cation from 2500 to 10,000 x. To evaluate the internal structure of the
MBs, Focused Ion Beam (FIB) assisted Scanning Electron Microscopy
(SEM, Aquilos™ Cryo-FIB, Thermofisher Scientific) was used to cut
through the MBs. Samples were deposited onto the SEM grid and dried
with paper. The FIB parameters were defined with: HV 30 kV, current
0.10 nA and pressure 1.66e  Pa.

2.5. Fucoidan quantification with methylene blue dosage

Fucoidan sulfated groups can be recognized by methylene blue
colorimetric assay like previously described [27]. On a grade 1 chro-
matography paper (Whatman®, GE Healthcare), squares of 1 cm? were
drawn to delimit the samples. Standard solutions of fucoidan MMW
(Algues & Mer, France) were prepared with a serial dilution from 0.5 to
0.3125 mg/ml and the negative control was prepared with a suspension
of CMDex MBs. MBs suspension were hydrolyzed with an alkaline so-
lution of NaOH (0.1 M) until no further accumulation at the surface. MBs
suspension at a concentration of 1 x 10'° MB/ml and standard samples
were successively deposited 5 times 2 pl with an intermediate drying
step at 50 °C for 10min. Once dry, the paper was treated with a solution
of Methanol/Acetone (6:4) for 3 min, then treated with the Methylene
blue solution of Methanol/Acetone/Water (6:4:15) containing 0.1 %
(w/w) methylene blue and 50 mM HCI (1 M) for 10 min. The paper was
then washed with several bath of washing solution (Acetic acid/-
Methanol/Acetone/Water, 5:6:4:75) until the bath remains translucid.
To help with the paper manipulation, it was left to dry under the hood.
The drawn squared were then cut and placed in 1.5 ml Eppendorf tubes.
500 pl of 2 % SDS methanol solution was incubated with the cut papers
at 50 °C for 15 min. Then, 200 pl of the tainted solution was then
extracted to a 96 well plate and the absorbance was read at 663 nm.
Fucoidan final concentration was determined with the linear regression
of the standard solution curve.

2.6. US phantom model, US burst model, US imaging in vivo

In vitro echogenic MBs properties were studied through a home-made
setup. The US phantom employed was a tissue mimicking Doppler flow
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phantom (ATS Laboratories, CIRS) with a wall-less channel of 8 mm in
diameter at 20 mm depth. US imaging was conducted using a medical
probe, GE-L3-12-D (General Electrics; 256 elements, 0.2 mm pitch size)
connected to a research ultrasound scanner, Vantage 256 (Verasonics,
Kirkland, USA) and driven at 5 MHz center frequency. The amplitude
modulation sequence used here (checkerboard) was programmed with
Matlab (The MathWorks, Inc., Natick, MA). The in vitro acquisition
consisted of 3 blocks of 200 images each, using a compounded framerate
of 150 Hz and five angles (—4°; —2°; 0°; 2°; 4°) with a pulse repetition
frequency (PRF) of 3 kHz. Prior to the experiments, the emitted pres-
sures of the probe were measured and calibrated using a 0.2 mm needle
hydrophone (Precision Acoustic, UK). Flow rate was modulated using
butterfly valves to stop the flow. The probe was positioned on top of
wall-less phantom and various amplitude of signal (from 8 V to 17 V
corresponding to Mechanical Index from 0.23 to 0.60) were evaluated to
establish the burst threshold of the MBs, with a constant duty cycle of 67
%. In that manner, MBs suspension flow was stopped to evaluate the
signal before and after US insonation. The signal intensity was measured
by image analysis with background noise subtraction. In vivo US ac-
quisitions were then performed with a 256-channel Verasonics® and an
8 MHz multiplexed matrix probe. Five hundred blocks were acquired,
with 200 images per block and a frame rate of 250 Hz; each image being
the result of a compounding of 5 plane waves oriented according to +5°
(in the elevation axis and in the lateral axis). The sequence was
decomposed according to a “light” sequence [28], and lasted for 6 min
with an injection of MBs at 50 pl/min. The data were then reconstructed
on a [98.5, 150, 150] pm grid.

2.7. rtPA incorporation onto MBs

An adsorption method was performed by increasing the pH of the
MBs suspension to 10 with NaOH 1 M. 2 ml of suspension containing
10'° MBs at pH 10 was gently mixed with 500 pg of rtPA (Actilyse®,
Boehringer) for 2 h at 5 °C. The mix was then placed in a 5 ml syringe
with a closing cap and centrifuged for 20 min at 0.1 g. The undernatent
was discharged and the mix was rinsed with the storage solution (0.02 %
Tween 20 solution at physiological pH), 3 times. The stability of the
incorporated drug was measured with the enzyme activity evaluation
over 4 days with a washing step between each day.

2.8. Amidolytic activity of incorporated rtPA with PefaFluor® assay

The amidolytic activity of rtPA-loaded MBs was measured by
recording the fluorescent signal of the degradation product of Pefa-
Fluor® in contact with the serine protease. Briefly, 2.5 pl of the rtPA-
loaded MBs were put in contact with 97.5 pl of working buffer (0.1 M
HEPES, 0.05 % BSA, 0.9 % NacCl) in a 96 well plate. 10 pl of PefaFluor®
(Interchim, France) solution (1 M) was added with a multi pipette and
measurement of the fluorescence was performed with monochromatic
spectrophotometer (TECAN, Infinite M200 PRO) at Aep, = 390 nm, Aex =
440 nm during 70 min. A standard range was obtained by serial dilution
of rtPA (Actilyse®, Boehringer) from 400 pg/ml to 6.25 pg/ml and a
negative control was obtained with Tween 0.02 % solution. The kinetics
of the fluorescent substrate generation is proportional to the concen-
tration of the enzyme. The leading coefficients of the linear part of the
standard curves were then used to established the linear regression of
the concentration.

2.9. rtPA release in vitro

In vitro release was performed by adding 0.3 ml of 10'® MB/ml
suspension to 2.2 ml of PBS 1X at 37 °C for different durations (5, 10, 15,
30, 45, 60 min). The tubes were centrifuged to separate the MBs from
unloaded rtPA, 10 min at 0.3 g rtPA was then measured in the under-
natent compared to non-centrifuged rtPA-loaded MBs, using the Pefa-
Fluor® assay. The release percentage was calculated as followed:
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(quantity of rtPA in the undernatent/quantity of rtPA on loaded MBs) *
100. The control group corresponds to the undernatent of centrifuged
rtPA-loaded Fuco MBs in 0.02 % Tween 20 storage solution.

2.10. Fibrinolytic activity

rtPA ability to lyse fibrin was evaluated in vitro, comparing free rtPA
to rtPA-loaded MBs on a fibrin gel model. The gel was prepared by
mixing a fibrinogen solution and a thrombin solution. A TRIS buffer
(TRIS 0.1 M, NaCl 0.9 %, pH 7.6) was prepared to mix the different
component of the solutions. In two separated water baths, 5 ml of the
fibrinogen solution (5 mg/ml, from Human plasma, Sigma Aldrich) was
heated to 37 °C while 5 ml of 3 % low melting agarose (Thermo Sci-
entific) was heated to 65 °C. Once agarose has reached its melting
temperature, the solution was cooled down to 37 °C and 2.5 U of
thrombin (from Human plasma, Sigma Aldrich) was added. The two
solutions were mixed and quickly poured into a 9 cm Petri dish plate and
left to gel 30 min at 5 °C. Holes were defined with a 3 mm punch and 5 pl
of samples diluted to 1/15 were dropped where the gel was extracted.
The set-up was placed at 37 °C overnight and fibrin degradation rings
were measured with Fiji software.

2.11. In vitro targeting flow experiment on human platelet aggregates

The specific binding of Fuco MBs on P-selectins expressed on acti-
vated platelet was evaluated with a microfluidic model [29]. Using the
Vena8 Fluoro™ biochip (Cellix Ltd, Ireland). Microchannels were coated
overnight with a 200 pg/ml solution of collagen type I at 4 °C (equine
tendon collagen, Collagen Reagens HORM®, Takeda). Whole Human
Blood (WHB) was collected from healthy volunteers in 75 mM PPACK
tubes, and platelets were stained with a DIOC6 solution of 50 pg/ml
right before injection into the channel. DIOC6 specifically stains mito-
chondria membranes in living cells [30], excluding erythrocytes stain-
ing. For each channel, the following sequence was performed: channel
washing with saline solution (NaCl 0.9 %) for 3 min at arterial flow rate
(60 pl/min), WHB with DIOC6 injection at arterial flow rate up to 5 min
until platelet aggregates start to appear without obstructing the channel;
'WHB washing with saline solution (NaCl 0.9 %) for 5 min; Rhodamine B
stained Fuco MBs injection at venous flow rate (4 pl/min) for 5 min;
Washing of Rhodamine B Fuco MBs with saline solution (NaCl 0.9 %) at
venous flow rate (4 pl/min) until no more free MBs were circulating. A
microscopy image (Axio Observer, Zeiss) was taken between each step to
control the platelet aggregates and the targeting properties of the MBs. A
negative control was obtained with the injection of CMDex MBs.
Quantification was established by measuring the amount of MBs colo-
calized on platelet aggregates after the final rinsing and normalized to
the size of the aggregates using Fiji thresholding analysis.

2.12. Cytotoxicity assays

The evaluation of cytotoxicity was performed with a LDH (Lactate
Dehydrogenase) mortality assay and MTT [3-(4,5-dimethyl-2thiazolyl)-
2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide] viability assay. Both HUVECs
(Human Umbilical Vein Endothelial Cells, CRL-1730, ATCC) and BALB/
3T3 (mouse embryo fibroblast, clone A31, CCL-163, ATCC) were
cultured until confluency, at 37 °C in a 5 % CO, incubator, with Dul-
becco’s Modified Eagle Medium (DMEM) with 10 % (v/v) fetal bovine
medium, 4 mmol of .-glutamine, 1 % (v/v) of penicillin and 1 % (v/v) of
streptomycin. For LDH mortality assay (Cytotoxicity detection kit PLUS,
Roche), HUVECs and BALB/3T3 were culture in 96 wells plates. Briefly,
after incubation with various concentrations of MBs diluted in cell cul-
ture medium (108, 107, 106, 10° and 10* MB/ml), supernatants were
recovered either after 2, 4 or 6 h. The recovered culture medias were
incubated with LDH reaction mix according to the supplier guidelines
for 15 min at room temperature. After addition of the stop solution, the
absorbance of the samples was read at 492 and 690 nm (control
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wavelength). The cell cytotoxicity was then determined by subtracting
the control wavelength to the absorbance at 492 nm and normalized to
dead cell absorbance: Cell mortality = [(Abs of the sample - Abs of
culture medium)/(Abs of 100 % of dead cells - Abs of culture medium) x
100].

For the MTT assay, cells were seeded in 24 well plates. This assay was
performed with cell culture insert (Falcon®, 1 pm of mesh diameter) to
avoid the sedimentation of MBs residues onto the cells, allowing the
focus on the degradation product toxicity rather than cell asphyxia in
static conditions. Indeed, due to the experimental conditions, 37 °C for 6
h, we expected MBs burst and consequently MBs residues sedimentation
rather than intact MBs floating property. Cell culture medium was dis-
charged and replaced by 300 pl of new medium, inserts were placed in
each well and 300 pl of MBs diluted in cell culture medium were added
inside the inserts for a final MBs concentration of 108, 107, 106, 10° and
10" MB/ml. After 6 h of incubation, cells insert and medium were
replaced by 300 pl of MTT solution (0.05 % in PBS 1X) and incubated for
3 h at 37 °C in dark environment. The medium was removed by gentle
plate reversal on dry paper and the 300 pl of isopropanol was added to
each well. After 1 h at room temperature, absorbance was measured at
490 nm in a TECAN (Infinite M200 PRO) plate reader. The cell viability
was measured as: Cell viability = [(Abs of sample - Abs of dead cells
control)/(Abs of living cells control - Abs of dead cells control) x 100].

2.13. Hemolysis evaluation

Whole Human Blood from healthy volunteers was centrifuged 5 min
at 500 g to isolate Red Blood Cells (RBC) in 25 uM PPACK tube to avoid
coagulation. Hematocrit and plasma level were labelled on the tube,
plasma phase was aspirated and replaced by 0.9 % saline solution twice.
Then 0.9 % NaCl was replaced by PBS 1X. The final RBC suspension was
diluted to 1/50 in PBS 1X. In a V-bottom 96 well plate, 10 pl of MBs
suspension was added at different concentration (from 0.125 x 10% to
10® MB/ml). 190 ul of previously prepared RBC suspension was added to
the wells and incubated at 37 °C for 1 h on an orbital shaker. Plates were
centrifuged to the same conditions to recover the RBC pellet. Superna-
tant was then transferred into a clean flat bottomed 96-well plate and
absorbance was measured at 450 nm with a monochromator (TECAN,
Infinite M200 PRO). Positive control was obtained with Triton 10X
allowing a complete lysis of the RBCs and negative control was per-
formed with PBS 1X. Percentage of hemolysis was obtained with the
following formula: Hemolysis = [(Abs of sample - Abs of negative con-
trol)/(Abs of positive control - Abs of negative control) x 100].

2.14. In vivo stroke model

Animal studies were performed on 6-8 weeks old (30-40 g) Swiss
wild type male (Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, France). All experi-
ment were adapted according to French (Decree 87/848) and European
(2010/63/EU) ethical guidelines. The local committee of Normandy
(CENOMEXA) approved the fulfilling of the experiments with the
reference number APAFIS#44566. Mice were anesthetized with 5 % of
isoflurane inhalation and maintained to 2 % during the entire proced-
ure. As analgesic, they subcutaneously received buprenorphine (0.1 mg/
kg) and ear local anesthesia with lidocaine spay. Mice heads were sta-
bilized in a stereotaxic platform and a catheter was placed in the tail vein
for the treatment injection. After a local craniotomy on top of the Middle
Cerebral Artery (MCA), the dura mater was excised to expose the MCA
bifurcation. Precise pneumatical injection of 1 pl of murine thrombin (1
1U, Stago BNL) was carried out by elongated glass capillaries in the MCA
to induce fibrin rich thrombus formation [31]. The treatment proced-
ures were performed intravenously, 30 min after thrombin injection
with either, free rtPA (Actilyse®, Boehringer) at 1 mg/kg in infusion
(300 pl, 10 % bolus + 90 % infusion for 40 min, N = 20); rtPA-loaded
Fuco MBs at 1 mg/kg equivalence in bolus (300 pl, 3 x 10° MBs, N =
18); Fuco MBs in bolus (300 pl, 3 x 10° MBs, N = 18) or saline in
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infusion (300 pl, 10 % bolus + 90 % infusion for 40 min, N = 19).
2.15. Speckle imaging

Monitoring of the in vivo brain perfusion was obtained with Laser
Speckle Contrast Imager (MOOR FLPI-2, Moor Instruments), allowing
the visualization of blood figurative elements. Speckle images were
taken before and after the stroke induction as well as before and after the
treatment to control the occlusion. The quantification of the flow mean
was generated by comparing stroke Region of Interest (ROI) to the same
region on the contralateral hemisphere, before and after treatment. In
case of no ischemic lesion, mice with pre-stroke contrast difference in
both hemisphere and mice with complete reperfusion right after treat-
ment were excluded from the study. For the first scenario, it was not
possible to define if the clot was ever obtained. For the second scenario,
it was not possible to attest if the clot was not formed correctly or
completely dissolved by the treatment.

2.16. Magnetic resonance imaging and BBB permeability

24 h after treatment, mice brains were imaged with MRI to measure
the size of the infarcted areas. Briefly, mice were anesthetized with 5 %
of isoflurane inhalation and maintained to 2 % during the acquisitions.
All acquisitions were obtained with a Pharmascan 7 T (Bruker Biospin,
France), T2 sequence (echo time 39.9 ms, repetition time 3500 ms, 2
averages) were used for ischemic lesion visualization and T2 Star
sequence (echo time 8.7 ms, repetition time 500 ms, 2 averages) were
used for hemorrhagic lesion visualization. Lesion volumes were quan-
tified with image analysis of the hyper signal cut off area on all the brain
slices (0.5 mm thickness) with the formula: Ischemic lesion volume =
(3" ischemic areas)x0.5.

For the evaluation of Blood Brain Barrier (BBB) permeability,
Gadoteric Acid (GA, Clariscan Gé, GE Healthcare) was injected intra-
venously in the tail vein (200 pl at 0.75 mmol/kg). After 15 min, three
dimensional T1 Flash acquisition (echo time 4.4 ms, repetition time 15
ms, 3 averages) was recorded and white hyper signal volume was
quantified as BBB leakage of GA compared to acquisition before injec-
tion, using Fiji software using the same formula as for ischemic lesion
volume.

2.17. In vivo fluorescence imaging

The observation of florescent Fuco MBs targeting was performed
using a modular stereo microscope (Leica Microsystems MZ10 F). As
previously described, ischemic stroke was induced by thrombin injec-
tion in the right MCA under the stereo-microscope. Centrifuged ultra-
sound gel and a microscope slide were applied onto the MCA to facilitate
imaging. Acquisitions were performed using both white light (WL) and a
Texas Red (TX) filter, 30 min after the stroke, before and after Fuco MBs
injection (300 pl, 3 x 10° MBs, N = 1).

2.18. Ex vivo fluorescence biodistribution on complete or sectioned organs

Organs from previously described procedures were harvested 2 h
(Fuco MBs: N = 3), 8 h (Fuco MBs: N = 3) or 24 h (Fuco MBs: N = 7,
rtPA-loaded Fuco MBs: N = 5) after treatment. Biodistribution of the
Fuco MBs was imaged by near-infrared fluorescence imaging (IVIS®
Lumina III, PerkinElmer, USA). The imaging of complete organs was
performed on brain, liver, lungs, bladder, spleen, intestines and kidney
right after euthanasia without PFA fixation. The quantification of fluo-
rescence intensities (Agy = 550 nm, A, = 620 nm) in regions of interest
(ROIs) were analyzed using Living Image® software. For histology
analysis, mice received buprenorphine (0.1 mg/kg) and were deeply
anesthetized with 5 % of isoflurane inhalation before procedure. After a
thoracotomy, a cannula was inserted into the left ventricle, and the right
atrium was incised to rinse the circulatory system. Transcardiac
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perfusion was then performed with 50 ml of heparinized saline (0.5 ml/
L) followed by 30 ml of 4 % paraformaldehyde (PFA) at a constant speed
of 14 ml/min. Organs were post-fixed in 4 % PFA overnight at 4 °C then
plunged in cryoprotective solution (20 % sucrose in PBS 1X) overnight
before to be stored at —80 °C. Organs were subsequently sliced with a
cryostat at a 10 pm thickness. Slices were stained with DAPI mounting
medium (ABCAM) for nucleus recognition and with rat anti-mouse
CD68 primary antibody (Biolegend) followed by a FITC secondary
antibody (Biolegend) to highlight tissue macrophages.

2.19. Statistical analysis

Quantitative data underwent the statistical analysis of GraphPad
PRISM 8 with a 95 % confidence level. All presented data are means of at
least triplicates expressed with their standard deviation (SD). Normality
test were performed using Kolmogorov-Smirnov test and if needed
outliers were identified and excluded with ROUT method (1 % of
aggressivity of the Gaussian distribution). Depending on the design of
the experiment and after normality validation, data were evaluated with
unpaired t-test (two groups) or ANOVA (more than two groups) in as-
sociation with multiple comparison in between groups (Tukey’s test). P-
values were represented as followed, and deemed significant below the
0.05 threshold: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001, ****p < 0.0001.

3. Results
3.1. Polymer MBs synthesis and characterization
MBs synthesis was inspired by the well-described hydrodynamic

cavitation method like recently published by Bo Li. et al. [19]. In this
work, the cavitation energy was replaced by ultrasonic insonation into
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the polysaccharide solution. This recently patented acoustic cavitation
method enabled the production of polymer MBs within 20 min (Fig. 2A)
(PCT/FR2022/050309). The set-up was placed on ice to regulate the
synthesis temperature rise and perfluorobutane (PFB) was constantly
injected into the polysaccharide solution. The entrapped gas helped for
the stability of the anionic copolymerization between cyanoacrylate
monomer and polysaccharide chains. Fucoidan (Fuco) was used here as
the targeting agent and so carboxymethyl dextran (CMDex) was used as
the control polysaccharide for untargeted MBs. Comparing Fuco MBs
and CMDex MBs (Fig. 2B), it was demonstrated that the amount of MBs
produced was independent from the polysaccharide composition with a
yield around 2.5 x 10'° MBs per batch. The mean size after sieve
filtration was measured at 3.13 (+0.81) pm for Fuco MBs and 3.07
(+1.49) pm for CMDex MBs, showing no significant difference
depending on the shell compositions, in accordance with the close size
range of both polysaccharides (Fig. S1A). The evaluation of the surface
charge was shown negative with a zeta potential close to —45 mV for
Fuco MBs and close to —30 mV for CMDex MBs, also in accordance with
the negatively charged groups in fucoidan and carboxymethyl dextran
(Fig. S1B). The size stability was monitored over a month by measuring
the size of the MBs. A slight size augmentation would be attributed to
shell destabilization leading to MBs aggregation detected by the appa-
ratus as bigger MBs. In Fig. 2C, the shelf stability was measured right
after synthesis, after 3 and 4 weeks (independently of their incorporated
polysaccharide). MBs were either placed at —5 °C or 20 °C to establish
the best storage conditions for MBs suspension. It has been demonstrated
that 5 °C was the best storage temperature as the mean MBs was stable at
3.27 (£0.71) pm for 4 weeks. Room temperature storage showed a slight
increased mean size to 4.09 (+0.22) pm after 4 weeks, which is still in
the range for possible animal injection. The whole size distribution
presenting the Dv10, Dv50, Dv90 are plotted on Fig. S1C, highlighting

sonicator
Yield Mean size Zeta potential Fuco content
(MBs / Batch) (um) (mv) (g/MBs)
FucoMBs 2.46(x0.97)x 10"  3.13(£0.81) -44.9(x1.9) 1.0(£0.1)x 10"
CMDexMBs  2.64 (+ 1.43)x10'0  3.07 (+ 1.49) -30.6(+0.8) -
Co-polymerization at

the water-gas interface

(BCA) ¢,

1) Polysaccharide solution
2) Perfluorobutane (PFB)
3) Isobutyl

y Fucoidan

C Mean size stability

-e- 5°C
6 -a- 20°C
5
£,
T T T
0 21 29
Days

Fig. 2. Functionalized polymer MBs characterization. A) Innovative synthesis method. Monomer of isobutyl cyanoacrylate (IBCA) was injected with a needle pusher

into the acidic aqueous polysaccharide solution while constant bubbling of perfluorobutane was ongoing. US sonicator was immerged inside the aqueous solution and
generates continuous signal for 20 min at 30 % of amplitude. The system is placed on ice to avoid temperature rising. Due to high hydrophobicity, IBCA will tend to
polymerized at the water-gas interface, copolymerizing with polysaccharides dissolved into the solution and entrapping PFB. B) Summary of principal physico-
chemical characterization depending on the incorporated polysaccharide. Yield was measured with MBs counting on Malassez cell, mean size was measured with
laser diffraction granulometry, zeta potential was obtained with electrophoretic light scattering and fucoidan content was dosed with methylene blue colorimetric
assay. C) Mean size of MBs suspension over a month measured with laser diffraction granulometry, comparing 5 °C and 20 °C for shelf storage. D) Environmental

Scanning Flectron Microscopy (ESEM) image of MBs pointing out their homogenous rounded shape. Scale bar is 5 pm. E) Focus Ion Beam (FIB) cut through a single
polymer MBs pointing out the hollow structure and the thick shell around 500 nm thick. Scale bar is 5 pm. (For interpretation of the references to color in this figure

legend, the reader is referred to the Web version of this article.)
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the size stability after 4 weeks. In complement to this size distribution
study, we validated that the incorporation of rtPA presented below did
not affect the mean size of the MBs (Fig. S1D).

The characterization of fucoidan content was obtained with the quanti-
fication of sulfated groups as pr d in the Suppl tary data (Fig. S2A-
B-C). This colorimetric method based on Methylene Blue staining
pointed out the presence of the sulfated polysaccharide in the range of 1
x 10 M g/MB using CMDex MBs as negative control. Environmental
Scanning Electron Microscopy (ESEM) images presented in Fig. 2D
validated the rounded shape of MBs as well as the short polydispersity
after filtration. To ensure the hollow structure of the MBs observed in
confocal imaging (Fig. S3A), Focused Ion Beam (FIB) technology was
used to cut through individual MBs (Fig. 2E). The shell homogeneity was
then demonstrated and an estimation of the shell thickness was
measured in the range of 500 nm, subsequently emphasized with
confocal fluorescence imaging (Fig. S3B-C-D).

3.2. Echogenicity of MBs

One intrinsic property of MBs is their ability to respond to an ultra-
sound signal [32,33]. Indeed, microbubbles are now widely used in
clinic as US contrast agents for US imaging. Their ability to resonate
under US creates bright signal compared to surrounding tissues in car-
diac echography for example. The proposed agent can be an answer for
the problem of specificity in diagnostic or treatment thanks to its precise
targeting. To ensure the echogenic properties of those newly synthetized
MBs, a home-made in vitro model was established to determine the burst
threshold of MBs in function of the intensity of the signal (Fig. 3A). In-
tensities varied from 8 V, 9 V10V, 11V,12V,13V,14 Vand 17 V
corresponding respectively to the following mechanical index 0.230
(4+0.002), 0.270 (+0.003), 0.310 (+0.004), 0.350 (+0.002), 0.390
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C D
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(+0.003), 0.430 (+0.003), 0.470 (+0.002) and 0.600 (+0.001). The
imaging sequences were measured with a 2 V signal before and after 2
sequences of the burst periods (Fig. 3B). The signal was normalized to
water and to MBs insonated with 2 V all along. The intensity rise at the
beginning of each burst sequence corresponds to a “blinking” phenom-
enon of MBs before ongoing inertial cavitation. The last part of the graph
displays the loss of signal due to some MBs implosion. The difference
between the initial intensity signal and the final intensity one in plotted
on Fig. 3C as the disruptive ratio. This ratio determines the amount of
disrupted MBs and clearly states that over 10 V (Mechanical Index =
0.31) more than 50 % of MBs underwent inertial cavitation. This is
illustrated with Fig. 3D, displaying the US images of the channels before
and after 8 V or 17 V US insonation. In addition, in vivo US imaging was
performed as presented on Fig. S4. The matrix represents an US image of
a mouse brain on the Bregma 0 2D section. On the left we can observe
the US signal before MBs injection and on the right the accentuated
contrast after MBs injection. This figure validates MBs survival in vivo
through their contrast enhancer property.

3.3. Drug loading and targeting of MBs

MBs were functionalized with rtPA (Actilyse®), the recombinant
tissue Plasminogen Activator used for human treatment. The incorpo-
ration was obtained with an adsorption protocol (Fig. 4A) where the pH
rising of the MBs suspension allowed the incorporation of the protein
within 2 h, followed by several washing steps with the storage solution
at physiological pH. To evaluate the amount of incorporated rtPA, the
protein activity was measured, ensuring that its incorporation did not
affect its enzymatic activity. Primarily noticed result was the high
number of incorporated proteins onto Fuco MBs compared to CMDex
MBs (Fig. 4B). This specific incorporation is believed to be related to the

MBs response to different intensities

S

O L | Burst \ 8V (MI023)
L sl roon 9V (MI0.27)
8 40+ — 10V (M031)
2 - N 11V (M1 0.35)
2 20 — 12V(MI0.39)
ﬁ H [ — 13V (MI04))
E o i b — 14V(MI047)

i =]

E | — 17V(MI050)
£ -20-

2

Fig. 3. Ecogenicity characterization of MBs. A) Flow phantom setup mimicking blood vessel circulation. The flow can be monitored with a butterfly closure system
and the US transducer is placed on top of the phantom. B) Echogenic response of MBs at 5 MHz frequency and different intensities in volt (from 8 to 17). The curve is
composed of 4 sequences: 1 imaging at 2 V, 2 burst sequences depending on the different intensities and 1 more imaging sequence at 2 V to compare before and after
bursting signal. C) Disruptive ratio calculated from the normalized intensity difference before and after burst sequence. Mechanical Index 0.230 (+0.002), 0.270
(+0.003), 0.310 (+0.004), 0.350 (+0.002), 0.390 (+0.003), 0.430 (+0.003), 0.470 (+0.002) and 0.600 (+0.001)) correspond to the voltage signal of 8 V-17 V. D)
US images from phantom setup before and after 8 V burst and before and after 17 V burst. The channel is highlighted with a dotted line and MBs signal is visible in

white contrast.
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Fig. 4. Functionalization of MBs. A-B-C-D) Drug loading and validation of the rtPA activity after incorporation. A) Drug loading adsorption protocol. Briefly, 500 pg
of rtPA in solution was added to a MBs suspension from which the pII has been risen to 10 with NaOIL The mix was left for 2 h under gentle agitation and then rinsed
3 times by centrifugation and discharge of the undernantent. The protein activity is then monitored on drug-loaded MBs with a kinetic substrate degradation assay
(PefaFluor ®). B) Protein incorporation determined from protein activity assay of rtPA onto either Fuco MBs or CMDex MBs after 3 centrifugation basing step. C)
Stability of rtPA incorporation onto Fuco MBs over 4 days with washing centrifugation step in between days. D) In vitro release of rtPA in PBS 1X at 37 “C from 5 to
60 min rtPA was quantified in the undernatent after MBs suspension centrifugation and compared to the total amount of loaded rtPA. Control group corresponds to
Fuco MBs incubated in 0.02 % Tween 20 storage solution. E-F-G) In vitro flow targeting. E-F) Microscopy images of Vena8 Fluoro™ microchannels. Platelets from
Whole Human Blood were labelled with DIOC6 and MBs were synthesized with Rhodamine B, the last image is a merge of both DIOC6 and Rhodamine B channels.
Images are taken under venous flow indicating that stopped MBs are attached to platelet aggregates. E) is the control group of CMDex MBs and F) is the result of Fuco
MBs. Scale bar is 50 pm. G) Quantification of MBs targeting on platelet aggregates normalized to the size of the aggregates. The evaluation of rtPA-loaded Fuco MBs
targeting confirmed that the drug loading did not compromise the effective targeting on P-selectins.

interaction with activated sulfated groups of fucoidan [34]. Indeed, on expressed P-selectins by activated human platelets. The targeting
Fucoidan MBs were able to incorporate 226 + 32 pg of rtPA for 10'° MBs (Fig. 4G) was highly significant (P Value < 0.0001) comparing CMDex
compared to 19 + 16 pg of rtPA for 10'° MBs onto CMDex MBs. Then, MBs (Fig. 4E) to Fuco MBs (Fig. 4F). Also, the drug-loaded MBs were still
rtPA incorporation stability was evaluated over 4 days with centrifu- able to target activated platelets with a significant difference to control
gation washing between each day (Fig. 4C), pointing out a stable CMDex MBs (P Value < 0.0001). This targeting assay validated that ex
incorporation threshold of 108 + 5 pg of rtPA for 10'° MBs from day 1 to vivo platelet targeting was highly efficient and that rtPA incorporation

day 4. This stable incorporated score was observed after the 4th did not prohibit MBs targeting despite rtPA interaction with the tar-
centrifugation washing step on day 1 and stable after the next washing geting agent. In vivo targeting was also evaluated with fluorescence
steps. With the aim of producing reproducible results, the stable quan- microscopy on the stroke region (Fig. S6). Briefly, 30 min after stroke
tity of incorporated rtPA onto Fuco MBs was set to 100 pg/101° MBs. The induction fluorescent MBs were injected in the tail vain and before
fibrinolytic activity of incorporated rtPA was validated with a fibrin agar (Fig. S6A) and after (Fig. S6B) shot were taken. The fluorescence is
assay (Fig. S5A) by measuring the degradation area of the gel after 2, 5 nicely located on the MCA bifurcation (highlighted in white) validating
and 24 h at 37 °C. This semi quantitative method demonstrated that the the affinity of Fuco MBs for the inflammatory signal of stroke in vivo.

fibrinolytic activity was maintained when rtPA was encapsulated
compared to free rtPA (Fig. S5B). For further in vivo translation, release 3.4. Biocompatibility of MBs
profile was performed by incubating rtPA-loaded MBs in PBS 1X at 37°

from 5 to 60 min (Fig. 4D). It was demonstrated that more than 62 + 4 % Before in vivo injection, cytotoxicity towards Red Blood Cells (RBC),
of release happened in the first 5 min of incubation and after 60 min of endothelial cells (HUVEC) and fibroblast (3T3) were assessed (Fig. 5).
incubation up to 82 + 1 % of 1tPA was released in PBS 1X. Lactate Dehydrogenase (LDH) is a cytoplasmic enzyme, thus its presence

The targeting property of Fuco MBs were evaluated in fluidic con- in the culture medium is a marker of cell membrane rupture. This
ditions mimicking in vivo blood circulation (Fig. 4E-G). Platelet aggre- mortality assay was performed on two cell types likely to encounters
gates formation on collagen coating is highly dependent to flow rate (60 MBs in vivo. Mortality tests on endothelial cells were on average of 4.73
pl/min) [35] and was monitored with fluorescent microscopy to avoid (£2.07) % all conditions reunited (Fig. SA) while fibroblasts showed a
channel cloaking. Fuco MBs targeting was measured with Fiji image mortality of 7.9 (+3.5) % independently of the condition (Fig. 5B).
analysis after rinsing the channel with saline solution and normalized to Overall, no mortality was measured (above 30 % threshold), neither for
the platelet aggregate size. Previous work validated the specificity of HUVECs and 3T3 nor 2 h, 4 h or 6 h times points and likewise for
fucoidan for P-selectins over E and L-selectins [18], here the focus was increasing MBs concentrations. The second cytocompatibility evaluation
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Fig. 5. Biocompatibility study of Fuco MBs on different cell types. A-B) LDH quantification assay on endothelial cells (A) and fibroblasts (B) for increasing con-
centration of MBs and different time points. LDH is a cytoplasmic enzyme only present in the culture medium if cells undergo apoptosis. Here, none of the con-

centrations or time of contact induced a mortality above the red dotted line of 30 % indicating the biocompatibility of Fuco MBs. C) Hemolysis assay of Fuco MBs on
human Red Blood Cells. The time of contact here was 1 h and showed less that 4 % of hemolysis at the highest MBs concentration (10® MB/ml) compared to Triton
10X. D) MTT assay with indirect contact of Fuco MBs on endothelial cells and fibroblasts for 6 h. The MBs suspension was added on top of a cell culture insert with 1
pm mesh to avoid the asphyxia of cells due to MBs debris sedimentation after long contact time in culture medium. The same Fuco MBs concentration was used as the
mortality assay and 0.02 % ‘Tween Working Buffer (WB) was also put to the test. Again, no condition induced a viability below 70 % (red dotted line). (For
interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

was performed on RBC by the measurement of hemoglobin release in the
supernatant also marker of cell lysis (Fig. 5C). Normalized to Triton 10X
lysis, MBs incubation with RBC for 1 h did not induce cell lysis even at
10® MB/ml (<4 %). Lastly, viability assay was performed for 6 h with
MTT assay. To prevent from cell asphyxia because of MBs debris sedi-
mentation (caused by the assay temperature and time conditions), the
MBs suspension was added on top of a 1 pm cell culture insert. The MTT
assay evaluates the cell metabolic activity by the reduction of MTT to
formazan with mitochondrial reductases. After 6 h of incubation, none
of the conditions showed a diminution in the cell's metabolic activity for
HUVECs or 3T3 (Fig. 5D) with a mean survival rate above 100 %
compared to MBs control cells cultured without MBs. The 0.02 % Tween
Working Buffer (WB) did not influence the cell viability either. Images of
formazan crystals were also taken with optical microscopy comparing
the highest concentration ( 108 MB/ml) to cells that were not in contact
with MBs (Fig. S7). Those pictures highlighted the healthy phenotypes of
cells and the correct metabolization of MTT. Therefore, no cytotoxicity
was demonstrated on three different cell types in contact high concen-
trations of MBs, using three different assays.

3.5. In vivo stroke model

The in vivo stroke model was performed as presented in Fig. 6A. After
a local craniotomy over the MCA, thrombin injection generated fibrin
rich clot formation. Speckle imaging was performed before and after
each step to validate the reduction of blood flow in the region of the

stroke (Fig. 6B). Speckle imaging enabled the visualization of the
perfusion on each hemisphere and was quantified with image analysis as
presented in Fig. 6C. Low signal in blue was observed in all groups
(Fig. 6B), with a reduction of perfusion close to 40 % without signifi-
cative difference in between groups, 30 min after the thrombin injection.
Then, the treatment was carried out with intravenous tail vein injection.
The final checkup was obtained at 24 h with MRI image analysis of the
ischemic region. The MRI images displayed on Fig. 6D were taken 24 h
after the treatment, and the white region pointed by an arrow represents
the ischemic region on successive planes of mouse brains for the three
groups. In pre-clinical application, the treatment for an efficient
thrombolysis using rtPA injection in mice models is usually performed
with 10 mg/kg ratio while we set the threshold here to 1 mg/kg of rtPA
for both free rtPA and rtPA-loaded MBs [31]. In consequence, there is no
significant difference in the ischemic lesion volume between the saline
group (N = 19, 10.99 + 4.83 mm®), the free rtPA group (N = 20, 8.26 +
5.75 mms) and neither control Fuco MBs (N = 18, 13.70 + 5.80 mms).
Nevertheless, the rtPA-loaded Fuco MBs treatment significantly reduced
the infarcted area by more than 50 % (N = 18, 3.83 + 3.55 mmS)
compared to free rtPA treatment (Fig. 6E). In addition, we compared the
infarct size prevalence in each group (Fig. 6F) by defining 4 groups: no
lesion (0 mm®), small lesion (<5 mm®), medium lesions (from 5 to 10
mm3) and large lesions (>10 mm3). Large lesions were only observed
once in rtPA-loaded Fuco MBs treatment with a majority of small lesion
(N = 9). On the contrary, saline group and Fuco MBs group presented a
majority of large lesion (N = 11 and N = 12 respectively). Free rtPA
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Fig. 6. In vivo stroke model study on mice comparing rtPA-loaded Fuco MBs treatment to systemic injection of rtPA. A) Graphical abstract of the experimental setup.
Briefly, mice were anesthetized and placed onto a stereotaxic platform. A craniotomy allowed the direct access to the Middle Cerebral Artery (MCA) to inject
thrombin. After 40 min, either saline infusion, Fuco MBs bolus, free rtPA infusion or rtPA-loaded Fuco MBs bolus were used as stroke treatment. The MRI images of
the mouse brain were taken 24 h after the treatement to evaluate the infarcted area volume. B) Validation of the partial occlusion after stroke induction with laser
Speckle acquisition for each group. C) Flow rates quantification from laser Speckle imaging comparing the right hemisphere to the contralateral one for each group.
D) MRI images of mouse brains +24 h after the three treatment conditions from antero (A) to posterior position (P). The white arrows point out the infarcted area and
the scale bar is 5 mm. Those images are representative of each group lesions. E) Lesions volumes quantification from MRI images. Volumes were measured with the
Fiji software by compiling areas of all brain slices for saline, drug free Fuco MBs, free rtPA and rtPA-loaded Fuco MBs treatment. F) Lesion distribution according to
their severity from: no lesion, small lesion (<5 mm®), medium lesion (>5; <10 mm®) to large lesion (>10 mm®) depending on the treatment. G) Ischemic lesion
distribution means in the brain for the different groups (dotted lines represent the standard deviation). Bregma plan is considered at the plan 0 for all conditions.

group presented a reduced amount of large lesion (N = 8) but still had a
majority of medium lesion and above. Another representation of
ischemic lesions is presented on Fig. 6G displaying the mean lesion size
distribution in the different planes of the brain using the Bregma as the
zero position. The doted lines represent the standard deviations associ-
ated to each treatment. The extent of distribution remains similar to all
the groups (from —4 to +2 mm) but the size of the lesions on individual
segment is largely reduced with rtPA-loaded Fuco MBs treatment in
green.

10

Since MBs treatment involves micron size bubbles, we also moni-
tored the Blood Brain Barrier (BBB) permeability (Figs. S8A-B). By
injecting Gadoteric Acid (GA) intravenously, the leakage of BBB
permeability can be observed with T1 MRI acquisition as white spots
around the infarcted areas (Fig. S8A). Nevertheless, this test showed no
evidence of BBB impairment comparing saline, Fuco MBs, free rtPA and
rtPA-loaded Fuco MBs groups (Fig. S8B). Some spots were identified
with saline treatment but isolated events could also be the consequence
of the surgery itself. Overall, the targeted treatment with rtPA-loaded
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Fuco MBs was significantly more efficient than gold standard treatment
and neither collateral hemorrhage or BBB leakage was observed.
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fluorescence was observed neither in the kidney, spleen, bladder or in-
testine. We also followed the fluorescence of Fuco MBs at 2 h and 8 h

post treatment in the organs (Fig. 7C) without significant difference but
interestingly the specific fluorescence in the stroke area was still
observed after 24 h. It enhanced the validation of Fuco MBs targeting
capacity in vivo but also brings new insights for the P-selectins expres-
sion on activated endothelium, after clot resolution and thus interesting
perspectives for molecular imaging. In regards to those results, the
histology study was performed on liver explanted 2 h after Fuco MBs
injection, to assess their uptake by resident macrophages. In Fig. 7D, cell
nuclei were colored with DAPI and macrophages were labelled in green
with an antibody against CD68 biomarker. Rhodamine B Fuco MBs
residues were observed to be colocalized with macrophages biomarker
CD68 indicating a potential internalization by the scavenger cells.

3.6. Ex vivo fluorescence biodistribution on sectioned or complete organs

The biodistribution of rtPA-loaded Fuco MBs has been studied with
organ fluorescence macroscopy (Fig. 7A-B-C). Ex vivo organ macroscopy
was performed 24 h after treatment (Fig. 7A and B) on brain, lungs, liver,
kidney, spleen, bladder and intestine compared to saline groups. As MBs
were labelled with Rhodamine B, the fluorescence residues of MBs can
be observed with an excitation wavelength of 550 nm (Fig. 7A).
Normalized to the size of the organ, fluorescence count (Fig. 7B) gives a
qualitative evaluation of MBs biodistribution in the body. The majority
of fluorescence was observed in the brain for each Fuco MBs (1.4 + 0.2 *
10° count/cm?/s) and rtPA-loaded Fuco MBs (1.1 + 0.4 * 10° count/
cm?/s), validating the targeting property in vivo but also the targeting
property conservation despite rtPA loading. Then lungs and liver dis-
played fluorescence fulfilling their function of blood detoxification. No

4. Discussion

Thrombotic diseases are life threatening conditions. Despite the
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Fig. 7. Biodistribution of fluorescent MBs and MBs residues in mice. A-B-C) Ex vivo fluorescence macroscopy quantification of MBs outcome in brain, lungs, liver,
kidney, spleen, bladder and intestine. A) Fluorescence macroscopy images of various organs 24 h after stroke treatment (saline: top row, rtPA-loaded Fuco MBs:
bottom row). Organs were retrieved 24 h after treatment and imaged without tissue fixation. The epi fluorescence scale was set between 3938 and 10510 counts.
Specific targeting of MBs to the stroke area was still visible after 24 h and liver and lungs were fulfilling their blood cleaning property as the rest of the fluorescence
was observed in those two organs. B-C) Quantification of the fluorescence in each organ in counts/cm”/s. B) Comparison of Fuco MBs (N = 7) and rtPA-loaded Fuco
MBs (N = 5) residues of fluorescence 24 h after stroke. C) Comparison of Fuco MBs fluorescence residues at 2 h (N = 3), 8 h (N = 3) and 24 h (N = 7) after stroke. D)
Histology coloration of liver tissue 2 h after injection of Rhodamine B Fuco MBs in mice. From left to right, DAPI coloration of cell nuclei, CD68 immunostaining of
macrophages, Rhodamine B Fuco MBs, Merged image. The white arrows point out the MBs fluorescent residues in red and scale bar is 20 pm. MBs residues were
found in liver tissue after 2 h and some of them seemed to be internalized in liver macrophages. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the
reader is referred to the Web version of this article.)
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availability of thrombolytic drugs, there are still a number of unmet
medical needs for more effective and safer treatments. We presented in
this study a drug-loaded targeting polymer MBs for the improvement of
stroke treatment. The development of a new synthesis protocol was
driven by an ambition to simplify polymer MBs production and also
avoid toxic solvent and time-consuming protocols of phospholipid MBs
synthesis. The stability of polymer MBs was validated over 4 weeks in
suspension (Fig. S1C) and their biodistribution aligns with the liver
primary function to detoxify the blood. In addition, the shell composi-
tion did not affect the shelf stability (Fig. S1D) allowing data compila-
tion. Cyanoacrylate are strong adhesives commonly used in surgical
procedures for wound closure but are also injected in humans to seal
blood vessels [36]. Fucoidans on the other hand are derived from brown
algae [16] and were injected in humans with NANO-ATHERO project
(NCT03422055) [16,30]. Thereby, this easy to make and scalable
acoustic cavitation protocol draws new perspectives for the develop-
ment of biocompatible acoustic microbubbles. The shell composition
was validated by Fourier Transform Infrared (FTIR) as presented on
Fig. 89, displaying the characteristic pics of ester bound around 1750
and 2250 cm™! for cyanoacrylate. However, the polysaccharide incor-
poration with either fucoidan or carboxymethyl dextran was challenging
to identify given the small amount of it. This quantification was better
performed with sulfate dosage (Figs. S2A-B) and fucoidan targeting
properties (Fig. 4E-F-G). In addition, the use of whole Human Blood
rather than P-selectin coating for the evaluation of targeting properties
is a much more accurate model for in vivo translation and was indeed
validated with fluorescence microscopy on the stroke area (Fig. S6). The
micron size of MBs helped for imaging characterization with ESEM
(Fig. 2D), confocal (Fig. S3A) and FIB (Fig. 2E; Fig. $3D) imaging. In that
manner, we were able to estimate the shell thickness by two methods
(FIB and confocal fluorescence) to 518 + 116 nm (Fig. S3B-C-D). The
wide standard deviation is also the consequence of the FIB sample
preparation that affected the MBs integrity limiting the sample number
(N = 4). After validation of MBs physicochemical properties, rtPA
incorporation was obtained with a simple adsorption protocol using no
additive chemical and no critical temperature. We validated the rtPA
activity through two enzymatic assays, the fibrinolytic activity on agar
gel (Figs. S5A-B) and the amidolytic activity on fluorescent substrate
(Fig. 4 A-B). Regular protein quantification with copper reduction (BCA
assay) was not possible due to the reactivity of MBs without any
incorporated drug. The incorporation was also validated by the shift in
the surface charge of rtPA-loaded Fuco MBs compared to Fuco MBs
(Fig. S1A). Lastly, the activity of the incorporated protein was stable
over 4 days (Fig. 4C) with no shift in the mean size of the MBs (Fig. S1D).
Therefore, to ensure the effectiveness and the quality of the treatment,
rtPA-loaded MBs were not use after 4 days for in vivo injection.

MBs are of main interest because of their acoustic property in US
imaging also validated here with a homemade US setup. Establishing
echogenic evaluation is not standardized yet and it mainly relies on
contrast enhancement validation. Moreover, the system is highly setup
dependent (distance, probe, medium) and required probe calibration.
The test was computer driven with different voltage but, in order to
translate to Mechanical Index, a hydrophone calibration was performed
to measure the negative pressure of the signal. Nevertheless, it gives
good insights for in vivo translation. We wanted to determine the
threshold of MBs stability for US imaging but also the disruptive ratio of
MBs for later sonothrombolysis experimentation. Indeed, many teams
[20-22] have been exploring the impact of bursting MBs with US for the
mechanical impairment of blood clots. No standards have been deter-
mined yet, except for bio-damaging boundaries of high Mechanical
Index (MI, 1.9) [37]. A better understanding of MBs response to US
signal in vivo is a key element to perform safe and monitored sono-
thrombolysis. In any case, US signal was validated in vivo (Fig. 54) giving
those newly synthetized MBs the property of US contrast enhancer agents.

Before in vivo injection, we validated the in vitro biocompatibility of
cyanoacrylate degradation products [38] with mortality (Fig. 5A and B) and
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viability (Fig. 5D) assays on endothelial cells and fibroblasts, and he-
molytic tests (Fig. 5C). The safety of MBs was demonstrated for each cell
type independently from the MBs concentration (up to 1 x 10°® MB/ml)
or the duration of the experiment (from 2 h to 6 h). The assays durations
were selected according to the fact that MBs are not designed to be
circulating after a few hours in the bloodstream. Overall, in accordance
with the International Standard (ISO 10993-5) the 70 % viability and
30 % for mortality threshold were not exceeded. Thus, the safety of
polymer MBs allowed the translation to the animal stroke model.

Thrombin injection triggers the formation of fibrin rich clot
compared to ferric chloride model [39] that induces platelet rich
thrombi. In consequence, thrombin-induced clots are more likely to
respond to rtPA treatment. In this study rtPA was injected to 1/10th of
the treatment usually used in mice [40]. This choice was driven by the
ultimate goal to limit rtPA dose related side effects. This constrain did
not prevent from an efficient clot resolution thanks to the specific tar-
geting of rtPA-loaded Fuco MBs. Indeed, 1 mg/kg injection of rtPA
loaded onto targeting MBs, reduced by more than 50 % the volume of
the ischemic lesion for 18 animals (Fig. 6E-F-G). The prevalence of small
(<5 mms) and no lesion (0 mm‘?) was considerably improved compared
to free rtPA treatment (Fig. 6F) as well as the small extend of lesion in
the different plans of the brain (Fig. 6G). While previous study showed
the efficacy of rtPA targeted delivery at a reduced dose in a femoral
artery clamping model [41], we have demonstrated that our newly
designed system achieved competitive results in an minimally invasive
arterial model, that physiologically reproduce an ischemic stroke event.
The drug encapsulation was efficient protecting the protein and the
specific clot targeting lead to the treatment improvement, as we
demonstrated that Fuco MBs alone did not have any therapeutic prop-
erties. This result is even more promising as free rtPA treatment at the
same concentration was not significantly more efficient than treatment
with saline. In consequence, we can hypothesize about the synergic
action of rtPA loaded onto Fucoidan MBs for a successful thrombolysis.
The specific targeting of fucoidan may also be enhanced with the known
affinity of rtPA for fibrin [42] and consequently improve the precise
drug delivery. The targeting strategy at a molecular scale overcome the
limitations that can be observed with magnetic targeting [43] consid-
ering the complex 3D vasculature of the brain. Finally, this efficient
targeted drug delivery treatment gets in the range of human recom-
mended dose of 0.9 mg/kg (according to the National Institute of
Neurological disorders and Stroke), suggesting that lower dosage of
encapsulated rtPA could have beneficial outcomes and reduce dose
related side effects in humans too.

No animal was harmed with the injection of rtPA-loaded MBs and we
aimed at reducing the number of animals. Hence, control conditions like
rtPA-loaded CMDex MBs and free rtPA at 10 mg/kg for stroke treatment
were not explored. Firstly, rtPA-loaded CMDex MBs treatment evalua-
tion could highlight the importance of targeting for the clot resolution.
However, efficient rtPA loading on CMDex MBs was not possible as
presented in Fig. 4B. Secondly, free rtPA treatment validation of 10 mg/
kg efficient thrombolysis on thrombin clot mouse model was largely
studied [31], suggesting the real advantage of our dose reduced
treatment.

We also studied the outcome and clearance process of MBs after
stroke treatment. The circulation time of polymer MBs in the body de-
pends on a number of factors, including size of the MBs, type of polymer,
and the density of the gas core [44]. In addition, the circulation time can
be influence by the presence of blood proteins that can bind to the
surface of MBs and alter their movement through the body. Overall,
circulation time is widely dependent of the MBs composition but is
usually ranging from minutes to tens of minutes, long enough for con-
ventional diagnosis or therapeutic methods. The biodistribution study
was performed at 2 h after injection in the liver tissue with immuno-
labelling of resident macrophages to evaluate the early blood detoxifi-
cation in the liver (Fig. 7D). In addition, the biodistribution on ex vivo
organs revealed the final whereabout of MBs in the body with the
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expected contrast in liver and lungs (Fig. 7A) without significant dif-
ference at 2 h, 8 h or 24 h after the treatment. The residual fluorescence
of rtPA-loaded Fuco MBs was also observed in the stroke region after 24
h (Fig. 7A) validating the specific targeting of fucoidan on P-selectin but
also pointed out the long-term expression of the biomarker after the
treatment by activated endothelial cells. This suggests an interesting
insight for further molecular imaging of thrombotic diseases resolution.
Especially since the residual fluorescence is not due to BBB permeability
as demonstrated with Gadoteric Acid (GA) injection (Figs. S8A-B).
P-selectin is a known endothelial-related inflammation biomarker [45]
and an increase in its concentration within 72 h could predict the inci-
dence of post stroke infection [46]. Nevertheless, some controversies
still remain in the significance of P-selectin expression in stroke versus
non stroke patients [47] and molecular imaging could be an alternative
way to set the debate. In that manner the study of
thrombo-inflammation with Fuco MBs may be investigated over
different time points with either fluorescent microscopy or US imaging.

5. Conclusion

In the present study, we developed ultrasound responsive micro-
bubbles for the targeted treatment of stroke. Acoustic cavitation syn-
thesis was optimized for the production of targeting polymer MBs, firstly
described here in the literature. This innovative protocol reduced the
production time by three compared to gold standard hydrodynamic
cavitation. The physicochemical properties and biocompatibility as-
sessments were intensively evaluated to conclude on their contrast
enhancement with US signal, effective targeting of P-selectins, and
fibrinolytic potential. The in vivo evaluation on mice stroke model
demonstrated the efficiency of rtPA-loaded Fuco MBs over clinical sys-
temic injection of the drug. Indeed, we observed a volume reduction of
the brain injury by more than 50 % with a 1/10th lower dose of rtPA
than recommended in mice. No BBB permeability or hemorrhagic
complication was observed and expected biodistribution was found in
detoxification organs including lungs and liver, indicating a high po-
tentiality for a safe and scalable treatment. Our finding now rises new
possibilities for the application of drug-loaded targeting MBs in ischemic
stroke treatment.

The main perspectives of this work now rely on the US responsive
property of MBs. The ischemic memory observed after 24 h on the stroke
region with residual fluorescence on activated endothelium, allowed us
to think about the potential of Fuco MBs for molecular imaging [48]. We
demonstrated the contrast enhancement capacity of MBs for US signal in
vivo and targeted imaging with US is an active research field. Indeed, US
technology is a non-invasive, safe for pregnant patients and less
expensive method compared to other imaging modalities. With the
recent advances in stroke US imaging in rats [28], P-selectin targeted
MBs present new possibilities for the early diagnosis and clot resolution
follow-up of stroke events. Also, chemical thrombolysis alone only
achieve good outcomes for 40 % of patients [5] and clot migration can
cause a variety of serious problems including distal vessels obstruction.
The need for non-invasive clot damaging treatment led the scientific
community to study microbubble-assisted US clot bursting: the sono-
thrombolysis. Especially since tissue plasminogen treatment is less
efficient on distal occlusions [11], sonothrombolysis could mechanically
disrupt the clot [8] in addition to fibrinolysis. Despite the fact that it is
an area of active research [49], these therapies are not yet widely
available or fully understood. Few boundaries are nevertheless already
established, including Mechanical Index threshold of 1.9 and the need of
biocompatible MBs. Our technology is then a great candidate for the
development of targeted sonothrombolysis for stroke resolution.
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PARTIE VII : discussion et Conclusion

19. Discussion
L’objectif principal de ce travail de thése était de développer un modeéle d’AVC
chez la souris éveillée, afin de maximiser la transposabilité des résultats précliniques aux
conditions cliniques humaines. Pour ce faire, plusieurs approches ont été combinées, en

intégrant des éléments clés pour surmonter les limitations des modéles actuels.

Tout d’abord, nous avons mis en place un modele d’AVC chez la souris éveillée,
avec une gestion rigoureuse du stress animal gace a un protocole d’habituation. Cette
stratégie a permis d’évaluer en temps réel la dynamique des altérations vasculaires dés les
premiers instants suivant I’ischémie, sans les effets secondaires confondants de I’anesthésie
sur les paramétres hémodynamiques et métaboliques cérébraux. L’imagerie ultrasonore,
utilisée dés les premiers instants suivant I’ischémie, a permis une caractérisation fine de la
perfusion sanguine et des changements hémodynamiques, offrant ainsi un appercu

immédiat de I’évolution des dommages vasculaires.

En parallele, un protocole d’IRM a été adopté, inspiré des pratiques cliniques. Ce
protocole, incluant I’imagerie pondérée en T2, T2*, ainsi que la perfusion par ASL, est
couramment utilisé en clinique pour suivre I’évolution des I€sions ischémiques et quantifier

I’étendue des zones atteintes a différentes étapes.

Notre étude s’est également concentrée sur I’évaluation de I’efficacité du rtPA,
traitement thrombolytique de référence, dans ce modéle de souris éveillée. En reproduisant
les conditions cliniques proches de la réalité, nous avons démontré la pertinence de ce
modeéle pour tester de nouvelles stratégies thérapeutiques. De plus, nous avons ajouté une
évaluation fonctionnelle basée sur deux parametres : une évaluation de 1’état de repos pour
examiner la connectivité inter-hémisphérique en proposant le nouvel outil de la fMLS, et
une évaluation aprés stimulation sensorielle des vibrisses, afin de quantifier 1’impact

fonctionnel de I’ischémie sur le cortex somatosensoriel.

Les résultats montrent que le modéle vigile est bien toléré, sans inconfort significatif
non lié¢ a ’AVC pour les souris. L’induction de I’ischémie a été réalisée avec succes, de

maniére reproductible, démontrant ainsi la robustesse du modele.

176




177

L’imagerie multimodale (IRM, Doppler, et fUS), a efficacement permis de
caractériser les altérations vasculaires, les défauts de perfusion et les Iésions ischémiques.
L’imagerie de perfusion ASL précoce a été une modalité prédictive du devenir des lésions
chez les animaux traités. Un effet bénéfique du rtPA a également été observeé, avec une

réduction des volumes de Iésion et une amélioration de la récupération fonctionnelle.

Ces résultats confirment I’efficacité du traitement thrombolytique dans ce modele
et soulignent I’intérét de combiner une évaluation multimodale et fonctionnelle pour mieux

comprendre la dynamique de la récupération aprés un AVC.

Par ailleurs, réaliser des expérimentations sur des animaux sans recours a
I’anesthésie n’est pas un concept nouveau, et est déja réalisé depuis les prémices de la
recherche sur I’animal, avant 1’existance des anesthésiques modernes (Hales et al., 1733)

(Figure 62).

Figure 62 : premiére mesure de la pression artérielle par Stephen
Hales.

En 1733, lerévérend Stephen Hales fut la premiére personne a mesurer
la pression artérielle en positionnant un tube en verre dans 1’artére
carotide d’une jument contentionnée.

Aujourd’hui, ces approches nécessitent des considéarations éthiques renforcées

pour minimiser le stress et I’éventuelle souffrance des animaux.

Dans le cadre de la recherche sur I’AVC, plusieurs modéles ont déja fait I’objet
d’une réalisation chez des animaux éveillés, comme le modele de filament endoluminal,

photothrombotique, I’administration d’endothéline-1, I’application de chlorure de fer, ainsi



que I’embolisation par microspheres. Cependant, le modéle d’occlusion de I’ACM par

injection intraluminale de thrombine n’avait jamais été réalisé auparavant (Tableau 9).

Model Intraluminal Embolic Photo Endothelin-1 injection Thrombin Ferric chloride Electro- Mechanical
. or appli . .

Species mice’, mice>, rats’ mice'®, mice'*'", rats'*? mice mice™, rats™ mice®*, mice”??, rats® mice®,

Type of Occlusion transient

If present, thrombus -
aetiology
Thrombolysis studies no yes™* no® no yes?® no® no no no no
possible
Targeted Area variable MCA precise target of precise target of cortex cortex cortex cortex MCA territory, without multifocal,
territory choice within cortex choice 30,36 e

Described penumbra
Functional

impairment
Reported effects of

attempted

Tableau 9 : modéles d’AVC ischémique chez les rongeurs, anesthésiés ou non.
L’injection intraluminale de thrombine chez le rongeur éveillé n’avait alors toujours pas été rapportée,
constituant un domaine a explorer (ligne du bas) (Mosneag et al., 2024a).

L’une des principales préoccupations liées a 1’utilisation de la méthodologie
éveillée reside dans les considérations éthiques, en raison des risques de stress et de douleur
pour les animaux. Cependant, pour les interventions chirurgicales et les études nécessitant
une immobilisation, il a été démontré qu’un processus d’habituation a I’équipement utilisé
permet de réduire significativement les marqueurs physiologiques du stress (Parry et
McElligott, 1993), comme les niveaux de corticostérone, une hormone caractéristique du
stress (King et al., 2005). Nous avons pris en compte ces recommandations en développant
un protocole d’habituation spécifique pour la contention et I’imagerie, réduisant les niveaux
sériques de corticostérone des la quatrieme session, ce qui confirme son efficacité pour

limiter le stress chez les animaux (Tsurugizawa et al., 2020).

L’habituation est un processus stimulus-spécifique, classé comme un apprentissage
non-associatif (Jennings, 1906), dans lequel ’organisme réduit sa réponse a un stimulus
jugé non menagant. Toutefois, il est essentiel de différencier I’habituation de la
sensibilisation (Blumstein, 2016). Si un stimulus est percu comme trop aversif, les animaux
risquent d’étre sensibilisés, rendant ainsi 1’habituation inefficace. C’est pourquoi nous
avons opté pour une approche progressive, en augmentant graduellement les sessions

d’habituation.

L’induction de I’ischémie a été réalisée en deux étapes, avec une craniotomie sous
anesthésie suivie d’une occlusion de I’ACM chez les souris éveillées. Nous considérons

que D’anesthésie n’a que peu d’effets sur 1’étape de craniotomie suivie du retrait des
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méninges, et qu’il était inutile de faire subir cette procédure a des animaux éveillés.
L’anesthésie associée a une analgésie est méme nécessaire, le périoste et les méninges étant
pourvus de nocicepteurs (Zhang et al., 2010 ; Zhao et Levy, 2014), ce qui n’est pas le cas
du parenchyme cérébral ou de I’ACM (Griensven et Strong, 2022). Le jour de I’induction
de ’AVC, les souris ont tout de méme regu une couverture analgésique afin de soulager la
douleur liée aux dépolarisations envahissantes post-AVC (Dirnagl et al., 1999 ; Dohmen et
al., 2008a ; Binder et al., 2022a).

L’imagerie chez I’animal éveillé n’est pas une nouveauté en soi. Les effets de
I’anesthésie sur le métabolisme cérébral sont bien répertoriés, et des protocoles d’imagerie
chez I’animal éveillé, voire en déplacement libre, ont été réalisés en débitmétrie laser-
doppler (Gu et al., 1999 ; Takuwa et al., 2011), en IRM fonctionnelle (Sicard et al., 2003 ;
King et al., 2005), en imagerie fUS (Brunner et al., 2023), ou encore en imagerie de
contraste a granularité laser (Miao et al., 2011). L’ischémie céerébrale a déja méme été
induite chez la souris éveillée et en mouvement libre (Seto et al., 2014a).Notre étude se
distingue par la combinaison des techniques d’imagerie utilisées (IRM, Doppler, fUS),

offrant une vision multimodale et fine des phénomenes vasculaires précoces aprés AVC.

Concernant la thrombolyse au rtPA, I’anesthésic a I’isoflurane, couplée au
protoxyde d’azote, n’a pas montré d’effets significatifs sur I’évolution des lésions par
rapport aux souris éveillées durant le traitement, ni sur 1’efficacité fibrinolytique du rtPA
ex vivo selon des études antérieure menées au laboratoire (Gakuba et al., 2011a). Toutefois,
le protoxyde d’azote exerce un effet inhibiteur dose-dépendant sur le rtPA. Lors de la
thrombolyse chez les rats, ’administration de protoxyde d’azote entraine une diminution
des volumes de Iésion, et est associee a une augmentation des transformations
hémorragiques ainsi qu’a une altération de la perméabilité de la BHE (Haelewyn et al.,
2011). D’autres effets de I’isoflurane ont également été étudiés, notamment dans un
contexte de post-conditionnement (administré a 1,5 % pendant 1 heure) suivant la
thrombolyse au rtPA chez le rat, ou une réduction des transformations hémorragiques et
des volumes de 1ésion, ainsi qu’une amélioration des scores neurologiques, ont été observés

(Kimet al., 2015, 2017).

Ces études appuient la pertinence de tester des molécules thérapeutiques sans
anesthésie. Cependant, certaines limites et pistes d’amélioration sont a considérer

concernant notre étude. Le modéle d’occlusion de I’ACM nécessite une craniotomie et le



retrait local des méninges, ce qui, bien que réalisé de la maniere aussi peu invasive que
possible, peut modifier la physiopathologie de I’AVC. Cette intervention peut en effet
diminuer la pression intracranienne et se rapprocher d’une craniectomie décompressive, ce

qui pourrait influencer favorablement I’évolution des 1ésions (Beez et al., 2019).

De plus, le retrait local des méninges peut altérer la réponse immunitaire aprés I’AVC
(Arac et al., 2019), et perturber les échanges lymphatiques (Louveau et al., 2018), étant
donné que les cellules immunitaire se localisant sur la dure-mére apres un AVC (Benakis
et al., 2018). Une approche alternative pourrait consister a utiliser des techniques
d’embolisation par microsphéres dirigées a travers le crane pour cibler ’ACM de maniére

moins invasive (Jia et al., 2017a ; Marks et al., 2024).

Il serait également nécessaire de valider ce modele chez des souris femelles, ainsi
que chez des souches présentant des profils de collatérales différents (Binder et al., 2024),
en incluant des comorbidités telles que ’age (Manwani et al., 2011) ou le biabéte (Lebrun
et al., 2024).

L’évaluation a plus long terme de la récuparation fonctionnelle et de la plasticité
cérébrale pourrait étre réalisee, en complément de tests comportementaux (Ruan et Yao,

2020), afin de croiser ces résultats avec ceux obtenus par imagerie fUS.

Les perspectives de cette étude incluent donc la valorisation du modele d’AVC
éveillé a travers divers parametres expérimentaux cités, ainsi que son utilisation par
d’autres équipes de recherche. Une extension possible serait I’intégration de la technique
de ’'ULM 3D présentée dans la deuxiéme partie des résultats (Breve communication : An
open-source platform for 3D transcranial Ultrasound Localization Microscopy in
awake mice) afin de mieux caractériser les phénomenes vasculaires post-AVC. L’ULM
3D avait déja éte testée chez des souris anesthésiées (Demeulenaere et al., 2022), ainsi
qu’en 2D chez des souris éveillées (\Wang et al., 2024a), mais la réalisation en 3D chez des
animaux éveillés offre une vision compléte et précise de la physiologie vasculaire et

microvasculaire.

La plateforme Open-3DULM permet un acces libre aux données d’acquisition et de
traitement, facilitant la reproduction du protocole de préparation des souris et de
I’acquisition en ULM 3D. Cependant, la nécessité d’ un équipement d’imagerie spécifique,

incluant une sonde adaptée, reste une limitation notable en raison des co(ts associés.
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Cette technique offre un fort potentiel pour la caractérisation fine de la
physiopathologie vasculaire et microvasculaire aprés un AVC ischémique, et applicable a
d’autres pathologies vasculaires. Une autre modalité d’imagerie prometteuse a explorer est
I’imagerie fULM, qui combine la résolution spatiale de I’'ULM 3D avec 1’évaluation de
I’hyperémie fonctionnelle en réponse a une stimulation. Cette technique a par ailleurs déja
été réalisée chez des rats anesthésiés (Renaudin et al., 2022a). Sa mise en ceuvre en 3D
chez des souris éveillées présente plusieurs défis méthodolohiques (Wang et al., 2024b),

mais promet de riches perspectives scientifiques.

Nous n’avons toutefois pas pu tester I’efficacité des microbulles développées par L.
Fournier dans le cadre de notre travail collaboratif (Article 2 : rtPA-loaded fucoidan
polymer microbubbles for the targeted treatment of stroke) sur des souris éveillées, le
protocole n’étant pas encore finalisé. L’objectif principal de ce travail était avant tout le
développement des microbulles et la demonstration de sa capacité thrombolytique. Ce
projet a abouti a un outil complet, bien caractérisé et congu dans la perspective d’une
transposition clinique. Concernant les expériences in vivo, la dose totale de rtPA vectorisé
par les microbulles a été réduite a 1/10°de la dose habituellement administrée chez la souris
(Orset et al., 2016), afin de limiter les effets secondaires. Malgré cette réduction, les
microbulles ciblantes ont permis une lyse efficace des caillots, avec une réduction de 50 %
de la taille des lésions chez 16 souris. Ce résultat est d’autant plus prometteur que
I’administration de rtPA libre a la méme dose n’a pas montré d’efficacité significative
comparé au sérum physiologique. Nous pouvons ainsi formuler ’hypothése d’une synergie
entre le rtPA chargé sur les microbulles de fucoidane pour une thrombolyse efficace. Le
ciblage spécifique du fucoidane pourrait également &tre renforcé par I’affinité du rtPA pour

la fibrine (Zhu et al., 2022), augmentant la précision de la délivrance du médicament.

Le traitement par microbulles ciblées s’approche de la dose recommandée pour les
humains (0,9 mg/kg) (NINDS, 1995), ce qui suggere que des doses plus faibles de rtPA
encapsulé pourraient suffire a produire des résultats bénéfiques tout en réduisant les effets

secondaires associés a la dose chez ’humain.

Concernant les limitations méthodologiques, I’utilisation d’anesthésiques lors de
nos essais chez la souris pourrait étre citée comme une premier biais potentiel. Toutefois,
nous avons choisi de procéder par étapes, en caractérisant d’abord ce traitement in vivo

chez des souris anesthési¢es avant d’envisager des protocoles sur des souris éveillées, une



fois que la sécurité du traitement sera bien établie. De maniere générale, les
expérimentations sur animaux éveillés ne devraient étre envisagées qu’avec des thérapies

dont la tolérance a déja éte prouvée.

Une autre limitation concerne I’absence d’un groupe témoin de souris traitées avec
des microbulles non-ciblantes chargées en rtPA. Ce groupe aurait permis de distinguer
I’effet du ciblage par le fucoidane dans un contexte thromboembolique, en séparant
I’affinité du fucoidane pour la p-sélectine des plaquettes (Bachelet et al., 2009) et de
I’endothélium activés (Leung, 2004), de I’affinité du rtPA pour la fibrine (Camiolo et al.,
1971). Cet aspect n’a pas été étudié car il n’est techniquement pas possible de charger des

microbulles non ciblantes avec du rtPA.

Enfin, les propriétés acoustiques des microbulles les rendent intéressantes pour
I’imagerie ultrasonore et la sonothrombolyse. Leur visibilité a été validée in vitro, mais la
stabilité de ces microbulles pour 1’imagerie in vivo, ainsi que leur taux de rupture pour des
expérimentations de sonothrombolyse, restent a explorer davantage. Plusieurs études ont
déja testé I’impact des impulsions ultrasonores sur des microbulles pour la lyse mécanique
des thrombi (Bivard et al., 2013 ; Kluft et al., 2016 ; Monie et DelL.oughery, 2017). Des
investigations plus approfondies seront nécessaires pour mieux comprendre la réponse des

microbulles in vivo, notamment pour la sonothrombolyse.

Les résultats de biodistribution, évalués via la Rhodamine contenue dans les
microbulles, montrent que celles-ci se concentrent dans le foie et les poumons, mais aussi
dans la zone ischémiée. Ces observations confirment que les microbulles atteignent
efficacement leur cible, et que le surplus est recapturé dans des organes caractéristiques de
la clairance (Kulle et al., 2022). Des analyses histologiques supplémentaires, notamment
au niveau des Iésions cérébrales, permettront de mieux comprendre la biodistribution des

microbulles.

La présence des microbulles dans la zone de 1ésion et I’expression de la p-sélectine
en font un biomarqueur intéressant de 1’inflammation post-AVC (Pusch et al., 2015). En
effet, la p-sélectine est exprimée par les cellules endothéliales activées (Zhang et al., 2022),
et pourrait constituer une cible d’imagerie moléculaire pertinente. Ces microbulles
pourraient donc servir non seulement d’outil d’imagerie ultrasonore moléculaire, mais

aussi de vecteurs pour des gaz (par exemple, de ’oxygéne dans un contexte d’ischémie
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(Kwan et al., 2012)) ou des composés chimiques (comme des médicaments), et également

d’agents pour la thrombolyse mécanique in situ.

A terme, nous espérons que les outils développés au cours de cette thése et des travaux de
collaboration cités se recroiseront pour caractériser les microbulles chez un modele de
souris éveillée, avec la valeur ajoutée de I’'ULM 3D, dans I’optique d’avenir d’une

application clinique.

20. Conclusion générale :

L’AVC reste un enjeu majeur de santé publique, avec une personne frappée toutes les
deux secondes dans le monde (Suryadi, 2024). En tant que principale cause de handicap
acquis chez 1’adulte (Feigin et al., 2023) et avec des prévisions d’augmentation de
I’incidence d’ici 2030, ’AVC impose une charge lourde aux systemes de santé et impacte
gravement la qualité de vie des patients. Le traitement de ’AVC ischémique est encore
limité a deux options principales: la fibrinolyse par rtPA, associee ou non a la
thrombectomie mécanique (NINDS, 1995 ; Mazighi et al., 2009 ; Berkhemer et al., 2015).
Cependant, ces traitements ne sont accessibles qu’a une minorité de patients en raison des
risques d’effets secondaires graves et des contraintes d’acces techniques, avec des taux
d’intervention inférieurs a 10 % (Barber et al., 2001). Ce constat souligne la nécessité de
poursuivre les efforts de la recherche pour améliorer la prise en charge de cette pathologie

complexe.

Dans ce contexte, cette thése s’est concentrée sur trois axes majeurs, tous liés a la
problématique de la transposabilité des études précliniqubes a la clinique, ainsi qu’a
I’optimisation des méthodes de diagnostic et de traitement. Premi¢rement, ’accent a été
mis sur la création d’un mod¢le d’AVC éveillé chez la souris, un modéle qui s’affranchit
des biais introduits par 1’anesthésie, et permet une observation plus précise des effets des
traitements dans des conditions plus proches du réel. Ce modele a été évalué avec
I’imagerie ultrasonore fonctionnelle et a 1’état de repos, démontrant son potentiel a prédire
I’évolution des lésions ischémiques apres traitement par rtPA. Un tel résultat avait

auparavant été démontré par V. Hingot et collaborateurs (Hingot et al., 2020Db).

Deuxiémement, une méthode d’imagerie innovante et en essor, ’'ULM, a été utilisée
pour observer en 3D la microcirculation cérébrale. Cette technique, qui permet une
visualisation tres fine du réseau vasculaire, est déja testée depuis peu en clinique, faisant

I’objet d’un essai clinique entre le laboratoire, et la société Resolve Stroke.



Enfin, le troisiéme projet a exploré I’utilisation de microbulles fonctionnalisées pour le
traitement ciblé de I’AVC. Ces microbulles, en plus d’augmenter I’efficacité de la
thrombolyse par 1’encapsulation de rtPA, pourraient servir d’agent de contraste pour

I’imagerie ultrasonore, en en faisant un outil théranostique de ’AVC.

Le point commun de ces trois projets est I’imagerie ultrasonore, qui représente une
avancée prometteuse pour I’imagerie de I’AVC, grace a ses capacités multimodales,
permettant de discrimminer un AVC ischémique d’un AVC hémorragique (Chavignon et
al., 2022), d’évaluer de nombreux paramétres hémodynamiques, et d’offrir un élément
prédictif de I’évolution des 1ésions. Cette technique, moins colteuse que des IRM et ayant
I’avantage d’étre relativement mobile, pourrait a terme équiper des centres d’imagerie
locaux, ou des véhicules d’intervention afin de faciliter ’acces au diagnostic d’urgence de

I’AVC.

Le potentiel théranostique des microbulles fonctionnalisées ouvre aussi de nouvelles

perspectives pour un traitement combiné diagnostic et thérapeutique.

En conclusion, ces avancées illustrent I’importance de poursuivre le développement de
technologies accessibles et innovantes pour améliorer la prise en charge des patients atteints
d’AVC, tant au niveau du diagnostic précoce que du traitement ciblé, et de faciliter leur
transposition vers la clinique pour rendre ces outils disponibles a un plus grand nombre de

patients.
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Développement d’un modéle préclinique chez
la souris éveillée et strategie thrombolytique
ciblée pour PAVC ischémique

Mots clés : AVC, Accident Vasculaire Cérébral, ischémique, préclinique, IRM, fUS, connectivité,
récupération fonctionnelle, souris, rtPA, thérapie ciblée, ultrasons, ULM 3D, cerveau, repos,
éveillé.

Résumeé

L’Accident Vasculaire Cérébral (AVC) ischémique, causé par 1’obstruction d’une artére
cérébrale, est I’'une des principales causes de mortalité et d’invalidité dans le monde. Bien que des
traitements comme le rtPA et la thrombectomie mécanique existent, seul un faible pourcentage de
patients y a accés. Par ailleurs, malgré 1’investissement de la recherche, les difficultés a transposer
les résultats des modeéles animaux aux essais cliniques humains limitent le développement de
nouvelles thérapies.

Cette thése présente un modele d’AVC chez la souris éveillée visant a améliorer la
transposabilité des études précliniques. Grace a I’imagerie ultrasonore fonctionnelle (fUS) et a
I’IRM, ce modéle permet une évaluation en temps réel des paramétres hémodynamiques ainsi
qu’une analyse de la récupération fonctionnelle apres 1’ischémie. Nous proposons également un
nouvel outil d’évaluation de la connectivité cérébrale post-AVC, apportant des informations sur la
récupération cérébrale et la réponse au traitement. L’efficacité du traitement thrombolytique
standard, le rtPA, a été testée, et une approche innovante de traitement ciblé a été explorée. Les
résultats soulignent le potentiel de ces approches multimodales et thérapeutiques ciblées pour
améliorer la prise en charge des AVC ischémiques, ouvrant la voie a de nouvelles perspectives de
recherche translationnelle.

Abstract

Ischemic stroke, caused by the obstruction of a cerebral artery, is one of the leading causes
of mortality and disability worldwide. Despite the availability of treatments such as rtPA and
endovascular thrombectomy, only a small percentage of patients have access to these. Moreover,
despite substantial research efforts, challenges in translating results from animal models to human
clinical trials limit the development of new therapies.

This thesis presents a novel stroke model in awake mice to improve the translatability of
preclinical studies. Through the use of functional ultrasound (fUS) and MRI, this model enables
real-time assessment of hemodynamic parameters and functional recovery following ischemia.
Additionally, we propose a new tool for evaluating post-stroke brain connectivity, providing
insights into brain recovery and treatment response. The efficacy of the stantard thrombolytic
treatment, rtPA, was evaluated, and an innovative targeted treatment approach was explored. The
results underscore the potential of these multimodal imaging approaches and targeted therapies to
enhance ischemic stroke management, opening new avenues for translational research.
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